








(ber den Einflu6 des Vitamins € auf den Zuckerverbrauch 
von iiberlebenden Meerschweinchenherzen. 


Von 


Zoltan Asz6di und Lérant Sas. 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der kgl. ung. Pazmany Péter- 
Universitat in Budapest.) 


(Eingegangen am 8, Juni 1938.) 


Der Zuckerverbrauch der tiberlebenden Katzenherzen ist, wie die 
Untersuchungen von Ambrus (1) beweisen, nach Entfernung der Schild- 
driise vermindert. Die Verminderung ist um so starker, je friiher der 
Herzversuch nach der Schilddriisenentfernung durchgefiihrt wurde. 
Nach Thyroxinverabreichung wiederum konnte im Zuckerverbrauch 
der Katzenherzen eine Erhéhung nachgewiesen werden. Andererseits 
ist es bekannt, daB die C-Avitaminose in mehrfacher Hinsicht der 
Hyperthyreose ahnlich ist [Mosonyi (2)]. Nach den Untersuchungen 
von Mosonyi und Rigé (3) ist bei skorbutkranken Meerschweinchen der 
Gasstoffwechsel héher als bei normalen Tieren, nach Verabreichung von 
Vitamin C sinkt er jedoch auf den Normalwert zuriick. Ferner fand 
Mosonyi (4) nach Verabreichung von Schilddriisenhormon eine Ver- 
minderung des Vitamin C-Bestandes des Organismus, nach Thyreoid- 
ektomie jedoch eine Anreicherung desselben. Aus diesen Feststellungen 
konnte gefolgert werden, daf zwischen Thyroxin und Vitamin C ein 
Antagonismus besteht; es kann daher nach Entziehung des Vitamins C 
eine gesteigerte Schilddriisentatigkeit herbeigefiihrt werden, wodurch im 
skorbutkranken Organismus die Steigerung des Gasstoffwechsels zustande 
kommt. Weiterhin haben Demol und Ippen (5) bewiesen, daB eine 
Thyreotoxicose durch Verabreichung von Vitamin C verhindert werden 
kann, die Tiere kénnen mit Vitamin C sogar am Leben erhalten werden. 
Nach Aszédi (6) weist das Blutbild des skorbutkranken Meerschweinchens 
mit dem des hyperthyreotischen Tieres eine Ahnlichkeit auf. Die Ver- 
anderungen, die sowohl im kolloidosmotischen Druck wie auch im 
Serumeiwei8 bei Skorbut und nach Verabreichung von Vitamin C 
zustande kommen, sprechen nach Garta (7) ebenfalls fiir einen Antagonis- 
mus, der zwischen Thyroxin und Vitamin C besteht. SchlieBlich zeigten 
die Untersuchungen von Dénes (8), daB nach Verabreichung von Schild- 
driisenhormon der Glutathiongehalt der Meerschweinchenleber dieselbe 
Veranderung wie beim Skorbut erfahrt. Die Verbrennungsprozesse 
sind in beiden Fallen gesteigert und der oxydierte Anteil des Glutathions 
ist erhoht. Auf Grund all dieser Versuche konnte angenommen werden, 
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daB im Zuckerverbrauch des Herzens ebenfalls eine Verdnderung statt- 
finden kann, je nachdem die Untersuchung bei Skorbut oder bei C-H yper- 
vitaminose durchgefiihrt wurde. 


Methodik. 


Obzwar wir iiber die Herztatigkeit von Katzen und Kaninchen gré8ere 
Erfahiungen hatten, muBten zu diesen Versuchen Meerschweinchen gewahlt 
werden, weil an diesen Tieren Skorbut am vollkommensten hervorgerufen 
werden kann. Wir haben aber auch zahlreiche Versuche an normalen 
Meerschweinchen ausgefiihrt. Zu den Versuchen verwandten wir Meer- 
schweinchen von 240 bis 965g Ké6rpergewicht nach einer l6stiimdigen 
Hungerperiode. Der Versuch wurde mit dem durch Aszédi und Ambrus (9) 
modifizierten Durchstr6mungsapparat von Locke-Rosenheim ausgefiihrt. 
Die Entfernung der Herzen erfolgte in Athernarkose nach vorheriger voll- 
kommener Entblutung der Tiere und nach griindlicher Durchspiilung des 
GefaBsystems mit T'yrodelésung. Bei der Einbindung der Kaniile in die 
Aorta legten wir besonderes Gewicht darauf, daB diese oberhalb der Valvula 
semilunaris saB, um eine Durchstr6émung durch die Coronararterien zu 
erzielen. Als Durchstrémungsfliissigkeit benutzten wir 150 cem T'yrode- 
lésung von 37 bis 39° C, welcher wir knapp vor dem Versuch 200 mg Trauben- 
zucker zusetzten. Die Zuckerbestimmung erfolgte sowohl vor dem Versuch 
wie auch in der nach 1 Stunde gewonnenen Durchstrémungsfliissigkeit 
nach der Methode von Bertrand. Die EnteiweiBung geschah mit der Extrak- 
tionsfliissigkeit nach Bang. Wir achteten darauf, da die Temperatur 
wahrend des Versuchs ungefihr 38°C betrug. Die Herztatigkeit wurde 
durch Beobachtung der Starke und Zahl der Kontraktionen und durch die 
Tropfenzahl der Durchstrémungsfliissigkeit festgestellt. Dementsprechend 
haben wir die einzelnen Versuche in den Tabellen mit der Bezeichnung 
gut’, ,,mittelmaéBig‘' oder ,,schlecht arbeitend‘‘ versehen. Am Ende des 
Versuchs wurde das Herz 1. in nassem Zustande, 2. nach einstiindigem 
Kochen und Loslésung des Bindegewebes und 3. nach einer 24stiindigen 
Trocknung im Thermostaten bei 100°C auf der analytischen Waage ge- 
wogen. Die verbrauchte Zuckermenge wurde teils auf das Gewicht des 
nassen, teils des trockenen Herzens berechnet. 

Der Skorbut wurde in iiblicher Weise durclf Verfiitterung von im 
Autoklaven behandelter Milch, Heu und Hafer hervorgerufen. Zu Beginn 
zeigten die Tiere eine Zunahme des Gewichts, der spater eine allmahliche 
Abnahme folgte. Die Tiere wurden 3 bis 5 Wochen, nachdem sie mit einer 
Skorbut erzeugenden Diaét ernaihrt wurden, zum Versuch herangezogen. 
Die Hypervitaminose erzielten wir bei mit Vitamin C-haltigem Futter‘ ge- 
fiitterten Tieren durch subcutane Injektion von taglich 50 bis 100 mg 
Ascorbinsaéure (Proscorbin Richter) wahrend 3 bis 4 Tagen. Die Neben- 
nieren der an Skorbut erkrankten, wie auch der hypervitaminotischen Tiere 
wurden nach Beendigung des Herzversuchs entfernt, gewogen und mit 
Hilfe der Methode von Tillmans auf ihren Vitamin C-Gehalt untersucht. 
Die Versuchsergebnisse sind in Tabelle I, II und III zusammengefaBt, und 
zwar getrennt die Ergebnisse, die wir bei normalen, bei hypervitaminotischen 
und bei skorbutkranken Tieren erhielten. 


Versuchsergebnisse. 


Normaltiere (Tabelle I). Es wurden insgesamt an 13 Meerschwein- 
chen Normalversuche ausgefiihrt, bei denen wir zehnmal eine gute, 
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Tabelle I. Normaltiere. 





Zuckerverbrauch 





Herzgewicht pro Std. und g 
Gewicht ||-———_;-— Sete enn —— Die sichtbare 
Datum des || Bi ar feuchtes | trockenes | Herztatigkeit 
Tieres || feucht | trocken Herz- Herz- wee 
gewicht gewicht 
1937 g g g mg mg mg 
19. V. 590 3,660 0,374 26 7,1 69,5 gut 
13. ve. 965 3,281 0,419 21 6,4 50,1 *” 
30. VII. 810 3,262 | 0,310 20 6,1 64,5 Ps 
17. VIII. 675 2,955 | 0,294 20 6,7 68,0 e 
O.'** FE. 711 2,683 | 0,271 17 6,4 62,7 * 
ee 3 707 2,430 | 0,283 12 4,9 42.4 55 
Oo VE 635 2,413 | 0,273 21 7,8 76,7 os 
18. VII. 417 2,085 | 0,215 21 10,0 97,7 ‘i 
15. VII. 450 1,725 --- 16 9,2 5 
1. V. 446 1,462 0,193 24 16,4 124,3 ” 
Mittelwert: 2,596 8,1 72,9 
25. V. 934 3,098 | 0,359 15 4,8 41,9 schlecht 
12. V. 655 3,018 0,338 16 5,3 47,9 a 
1 VE. 682 2,987 0,338 10 3,3 29,5 — 
Mittelwert: 3,034 45 39,7 


hingegen dreimal eine schlechte Herztatigkeit verzeichneten. Die gut 
arbeitenden Herzen verbrauchten sowohl auf das nasse wie auch auf 
das trockene Gewicht berechnet, hdhere Zuckermengen, als die schlecht 
arbeitenden. Bei den gut arbeitenden Herzen entsprach der Zucker- 
verbrauch auf nasses Gewicht berechnet 8,1 mg pro g, auf Trocken- 
gewicht berechnet 72,9 mg pro g; bei schlecht arbeitenden Herzen 4,5 
bzw. 39,7 mg pro g. Ferner konnten wir beobachten, dab bei den gut 
arbeitenden Herzen diejenigen von kleinerem Umfange verhiltnis- 
maBig héhere Zuckermengen verbrauchten als die gréBeren, wie dies 
von Aszédi (10) an Katzenherzen bereits festgestellt wurde. Dies wurde 
von ihm als eine Teilerscheinung des zwischen Stoffwechsel und Kérper- 
oberfliche bestehenden, bereits bekannten Zusammenhangs gedeutet. 

Hypervitaminotische Tiere (Tabelle II). Von sieben Versuchstieren 
war die Herztatigkeit in sechs Fallen gut und nur in einem Falle konnten 
wir eine mittelmaBige Tatigkeit beobachten. Dabei zeigte der Zucker- 
verbrauch der Herzen von hypervitaminotischen Tieren niedrigere 
Werte, obgleich die Herzen beinahe ausnahmslos sehr gut arbeiteten. 
Auf nasses Gewicht berechnet betrug der Zuckerverbrauch 6,7 mg pro g, 
auf Trockensubstanz berechnet 61,1 mg pro g. Der Mittelwert der Herz- 
gewichte spricht ebenfalls dafiir, daB bei Tieren mit Hypervitaminose tat- 
sichlich ein geringerer Zuckerverbrauch pro g Herzsubstanz vorhanden 
ist. Trotz der geringeren Mittelwerte des Zuckerverbrauchs haben wir 
die Herzgewichte nicht gr6Ber, sondern sogar niedriger gefunden, wahrend 
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Tabelle II. Hypervitaminotische Tiere. 









Gewicht — 


Datum des 
Tieres 
1937 g 


2: ee ES 590 
29. VIL. 520 
8. VIII. 645 
ae 2 619 
29. VIII. 420 
1. VIII. 410 
26. VII. 600 


Mittelwert: 


Herzgewicht 
feucht | trocken 
g g 
2,944 | 0,293 
2,805 0,260 
2,226 | 0,257 
2,086 0,283 
1,805 | 0,179 
1,731 0,186 
1,637 0,236 

2,176 


Zucker- 
verbraueh 


mg 


13 


14 
13 
14 
14 


Zuckerverbrauch 
pro Std. und g 





feuchtes trockenes 


erz- Herz- 
gewicht gewicht 


mg mg 


4,4 44,3 
8,9 96,1 
8.0 - | 81,1 
6,7 49,4 


7,2 72,6 
8,0 75,2 
8,5 59,3 
6,7 61,1 


Die sichtbare 
Herztatigkeit 
war 


gut 





mittelmaBig 
gut 


nach den oben angefiihrten Zusammenhangen zwischen Herzgewicht 
und Zuckerverbrauch das Gegenteil zu erwarten war. Dieser Umstand 


bekraftigt ebenfalls die vorerwihnten Ergebnisse. 
betrug das Gewicht des nassen Herzens im Mittel 2,596 g, bei hyper- 
vitaminotischen 2 
Skorbutkranke Tiere (Tabelle III). Die Versuche wurden bei zehn 
skorbutkranken Meerschweinchen ausgefiihrt, bei welchen nur in drei 
Fallen eine gute Herztatigkeit vorhanden war; bei den iibrigen arbeitete 
das Herz mittelmaBig, zum gréBten Teil jedoch schlecht. Der Zucker- | 
verbrauch der gut arbeitenden Herzen in diesen Versuchen ist gréBer 


176 g. 


Tabelle IIT. 


Skorbutkranke Tiere. 


Bei Normaltieren 





Gewicht 
Datum des 
Tieres 
1937 g 


RE 495 
21. Vil. 437 
44.’ EX, 355 

Mittelwert: 


13. p oh 625 
VT: EB: 465 
26. VIII. 494 
1h Paes Sa 344 
22. VIII. 392 
7. x: 362 
25. VIII. 342 
Mittelwert: 


Herzgewicht 
feucht | trocken 
g at 
2,622 0,268 
1,769 | 0,227 
1,657 0,194 

2,016 


3,245 
2,562 
2,410 
1,665 
1,377 
1,248 


1,226 


1,962 


0,254 
0,195 
0,241 
0,224 
0,169 
0,168 
0,122 


Zucker- 
verbrauch | 








Zuckerverbrauch 
pro Std. und g 


. 





feuchtes | trockenes 


erz- Herz- 
gewicht gewicht 


mg mg 


11,4 111,9 
11,2 87,6 
87,6 


95,7 


. 
bo 


| 


— 
eis 
© 


3,7 47,2 
5,4 71,8 
5,8 58,0 
9,0 66,9 
7,9 65,0 
11,2 83,3 
8,1 81,9 
7,3 67,7 





Die sichtbare 
Herztiatigkeit 
war 





















mittelmaBig 
schlecht 
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schlecht 
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als der von normalen Herzen (auf nasses Gewicht berechnet 10,9, auf 
trockenes Gewicht 95,7 mg pro g), und dieser gréBere Zuckerverbrauch 
besteht auch dann, wenn man die relativ niedrigeren Herzgewichte in 
Betracht zieht. Die schlecht arbeitenden Herzen der skorbutkranken 
Tiere verbrauchten bedeutend kleinere Zuckermengen als die gut 


~ ¢ 


arbeitenden, auf nasses Gewicht berechnet 7,3, auf trockenes Gewicht 
67,7 mg pro g, also ungefahr soviel wie die Herzen der Normaltiere, 
mehr wie die der hypervitaminotischen Tiere und weit mehr als die 
nicht gut arbeitenden Normalherzen. 

Gravide Normaltiere. Unter den normalen Tieren fanden sich zwei 
gravide, welche ihres abweichenden Verhaltens wegen von den iibrigen 
gesondert beurteilt werden miissen (Tabelle IV). Unsere zwei dies- 
beziiglichen Versuche zeigten, da der Zuckerverbrauch trotz der 
vorziiglichen Herztatigkeit mit dem bei schlecht arbeitenden Herzen 
gefundenen identisch ist. Dieses Ergebnis soll ebenfalls bei der Be- 
sprechung der Versuchsresultate erklart werden. 


Tabelle IV. Gravide Tiere. 





Zuckerverbraueh 


Herzgewicht pro Std. und g 





ee ee 3 Zucker- Die sichtbare 
Datum des verbrauch | feuchtes | trockenes || Herztatigkeit 
Tieres i Herz- Herz- | war 


feucht  trocken gewicht gewicht 


1937 g g g mg mg mg 
11. VIII. | 240 2,247 0,247 13 5.8 | 62,6 gut 
27. V. || 558 2,216 | 0,245 1 49 | 44,8 2 


Besprechung der Versuchsergebnisse. 


Unsere Versuche zeigten, da der Zuckerverbrauch der gut arbei- 
tenden Herzen als ein MaB der Stoffwechselveranderung des Organs 
angesehen werden kann. Wenn wir bei normal arbeitenden Herzen die 
auf nasses Gewicht berechneten Werte miteinander vergleichen, so 
sehen wir, daB der Zuckerverbrauch der gut arbeitenden Normalherzen 
8,2 mg pro g, also beinahe derselben Zuckermenge entsprach wie bei 
schlecht arbeitenden Herzen von skorbutkranken Tieren. Andererseits 
verbrauchten die schlecht arbeitenden Normalherzen ungefahr eben- 
soviel Zucker, wie die gut arbeitenden Herzen der graviden Tiere. 


Wenn wir dagegen den Zuckerverbrauch der gut arbeitenden 
Herzen miteinander vergleichen, sehen wir, daB bei den Herzen von 
hypervitaminotischen Tieren der Zuckerverbrauch geringer und bei 
den Herzen von skorbutkranken Tieren bedeutend héher ist als bei 
den Herzen der Normaltiere. Dieses verschiedene Verhalten der Herzen 
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von normalen, skorbutkranken und hypervitaminotischen Tieren kann 
als weiterer Beweis des Antagonismus zwischen Thyroxin und Vitamin C 
angesehen werden. 

Diese Tatsachen stehen im Einklang mit der Stoffwechselver- 
anderung des Gesamtorganismus. Wie oben erwahnt, sind bei skorbut- 
kranken Tieren infolge der Aktivierung der Schilddriise die Oxydations- 
prozesse gesteigert. Nach Verabreichung von Vitamin C (wie dies die 
Experimente von Mosonyi und Rigo zeigten) sinkt der gesteigerte Stoff- 
wechsel skorbutkranker Tiere auf die Norm. Wahrscheinlich wird also 
der Stoffwechsel von Normaltieren durch den EinfluB des Vitamins C 
eine Verminderung erfahren. Wenn aber der Stoffwechsel des Gesamt- 
organismus sich durch den EinfluB des Vitamins C vermindert, so kénnen 
wir die durch Vitamin C bedingte Verminderung des Zuckerverbrauchs 
als eine Teilerscheinung dieses Zustandes ansehen. 

Ein anderer, ebenfalls beachtenswerter Umstand ist die ver- 
schiedene Verteilung der schlecht arbeitenden Herzen unter den normalen, 
hypervitaminotischen und skorbutkranken Tieren: Wahrend bei den 
hypervitaminotischen Tieren das Herz, mit Ausnahme eines Falles, 
immer gut arbeitete und auch bei den Normalfallen nur dreimal eine 
schlechte Herzarbeit vorhanden war, konnten wir bei zehn skorbut- 
kranken Tieren nur dreimal eine gute Herztatigkeit nachweisen, bei 
den iibrigen Tieren arbeiteten die Herzen schlecht. Der Gedanke liegt 
nahe, diese auffallend schlechte Herztatigkeit der skorbutkranken 
Tiere mit einem durch Vitamin C-Mangel bedingten Hyperthyreo- 
dismus in Zusammenhang zu bringen. Diese Annahme ist um so mehr 
gerechtfertigt, als die Hyperthyreose, die, wie erwihnt, mit Skorbut in 
engem Zusammenhang steht, ebenfalls eine Verschlimmerung der Herz- 
tatigkeit und auch eine Herzmuskelentartung herbeifiihren kann. 

Zufallig wurden unter den Normalfallen aueh zwei gravide Meer- 
schweinchen untersucht. Wenn auch die dabei gewonnenen Ergebnisse 
ungeniigend sind, um daraus weitgehende Schliisse ziehen zu kénnen, 
so ist es doch erwahnenswert, da8 wir hier eine Verminderung im Zucker- 
verbrauch der Herzen fanden, wie dies nach Prolangaben auch fiir den 
ganzen Stoffwechsel bestatigt wurde [nach Verabreichung von prolan- 
artig wirkenden Substanzen stellten Artom und Cacioppo (11) bei Tauben 


eine 25°%ige Verminderung des Stoffwechsels fest]. 


Die Versuche wurden mit Mitteln der Ella Sachs-Plotz-Stiftung aus- 
gefiihrt. Der Verwaltung der genannten Stiftung sei auch an dieser Stelle 
unser bester Dank ausgesprochen. 


Zusammenfassung. 


Es wurden Untersuchungen iiber den Zuckerverbrauch der Herzen 
normaler, C-hypervitaminotischer und skorbutkranker Meerschweinchen 
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ausgefiihrt. Die Herzen von C-hypervitaminotischen Tieren  ver- 
brauchten weniger, die der skorbutkranken Tiere mehr Zucker als die 
der Normaltiere. Unsere Versuche beweisen, da bei Skorbut nicht 
nur eine Stoffwechselsteigerung des Gesamtorganismus vorliegt, sondern 
da®B auch der Zuckerverbrauch eine Steigerung aufweist, was auf eine 
gesteigerte Schilddriisentatigkeit zuriickgefiihrt werden kann. 


Literatur. 
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Zur Kenntnis der Dipeptidase’*. 
Von 
W. GraBmann, W. Volmer und VY. Windbichier. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Lederforschung in Dresden.) 


(Eingegangen am 14, Juni 1938.) 


Schon die ersten systematischen Versuche zur Reindarstellung von 
Enzymen haben zu der Vorstellung gefiihrt?, da8 die Mehrzahl der 
Fermente aus einem kolloidalen, hochmolekularen Trager und einer mit 
dem Substrat unmittelbar reagierenden, rein chemisch wirkenden 
, aktiven Gruppe“ besteht. Die Auffassung, daB die Natur der kolloiden 
Fermenttrager veradnderlich sein kénne*, ist spiter dahin entwickelt 
worden, da ein ,,notwendiger‘‘ und spezifischer Fermenttrager mit 
verschiedenen anderen hochmolekularen Stoffen, insbesondere EiweiB- 
kérpern, in wechselnder Weise verbunden sein kann, eine Annahme, die 
insbesondere durch die Beobachtungen tiber die veranderlichen Léslich- 
keitsverhaltnisse der Enzyme (Desmo- und Lyoenzyme‘*) notwendig 
gemacht wird. 

Sichere Beweise fiir die Existenz spezifischer Fermentproteine, die 
mit bestimmten niedermolekularen Wirkgruppen zu fermentativ wirk- 
samen Systemen zusammentreten, haben aber erst Untersuchungen 
aus neuerer Zeit auf dem Gebiet der Oxydoreduktionsenzyme gebracht. 
Die Zerlegung solcher Enzymsysteme in ,,aktive Gruppe“ (,,Co-Enzym‘“‘) 
und ,,Fermentprotein‘’ (,,Apoenzym‘‘), die Isolierung und Reindar- 
stellung beider Komponenten und die Synthese des Enzyms aus ihnen 
ist in mehreren Fallen gelungen. 

Bei den hydrolysierenden Enzymen haben sith dagegen lange Zeit 
keine ‘sicheren Befunde ergeben, die hinausgehend iiber die friiheren 
allgemeinen, der ,,dualistischen Theorie‘ zugrundeliegenden Erfahrungen 
fiir diese Auffassung beweisend gewesen waren. Fiir die Amidasen 
und Proteasen ist im Gegenteil aus den bekannten Befunden von 


* Der deutschen Forschungsgemeinschaft sind wir fiir die Unterstiitzung 
der Arbeit zu gréBtem Dank verpflichtet. 

1 Vgl. W.GraBmann, Angew. Chem. 50, 913, 1937. — ? Mathews u. 
Glenn, J. of biol. Chem. 9, 51, 1911; R. Willstdtter, Ber. Chem. Ges. 55, 3601, 
1922; 59, 1, 1926; R. Willstdtter, K. Schneider u. EF. Wenzel, Zeitschr. f. 
physiol. Chem. 151, 1, 1926; H. v. Euler, Enzyme und Co-Enzyme als Ziele 
und Werkzeuge chemischer Forschung, Stuttgart 1926. — * R. Willstdtter 
u. M. Rohdewald, Zeitschr. f. physiol. Chem. 204, 181, 1931, und zwar 
S. 187. —- 4 Dieselben, ebenda 208, 189, 1931; 204, 181, 1931; 208, 258, 1932; 
209, 38, 1932; 218, 77, 1933; vgl. Lyo- und Desmoenzyme von EL. Bammann 
u. W. Salzer, Ergebn. d. Enzymforsch. 7, 28, 1937. 
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Summer! und J. H. Northrop? der SchluB8 gezogen worden, daB hier 
einheitliche spezifische EiweiBk6érper an sich als Fermente wirksam sind. 

Den ersten unmittelbaren Hinweis auf den zusammengesetzten Auf- 
bau eines hydrolysierenden Ferments erbrachten die Ergebnisse von 
H. Kraut und W. v. Pantschenko-Jurewicz*. Sie konnten fiir die Leber- 
esterase und die Pankreaslipase wahrscheinlich machen, daB beiden 
Enzymen dieselbe aktive Gruppe (Agon) gemeinsam ist, die sich mit 
spezifischen, die Lipase- bzw. Esterasewirkung bestimmenden Tragern 
(Pheron) vereinigt*. Fiir die Deutung ihrer Befunde ist die sicher auch 
fiir eine Reihe anderer Enzymsysteme zutreffende Vorstellung wesent- 
lich, daB das Ferment mit seinen beiden Einzelkomponenten, Agon 
und Pheron, in einem Dissoziationsgleichgewicht steht, wobei die 
Gleichgewichtslage weitgehend nach der Seite der freien Komponenten 
verschoben sein kann. 

Auch bei den Peptidasen kénnen vereinzelte, friiher schwer deutbare 
Befunde im gleichen Sinne verstanden werden. Die vorliegende Arbeit 
berichtet tiber eine Reihe von Beobachtungen an Dipeptidase, die 
kaum anders zu deuten sind, als durch die Annahme, daB das enzyma- 
tisch wirksame System durch das Zusammenwifken mindestens zweier 
Komponenten zustande kommt®. In der weiteren Verfolgung dieser 
Beobachtungen ist es uns gelungen, Dipeptidasewirkung durch Zu- 
sammenbringen eines inaktiven Proteins und eines thermostabilen, 
dialysierbaren Faktors zu erhalten’. Uber Aktivierungen von noch 
schwach wirksamen Proteinasen durch Kochsafte hat schon H. Albers*® 
in einem Vortrag berichtet. Neuerdings sind von EF. Maschmann® 
Versuche iiber die Abtrennung eines co-enzymartigen Faktors aus 
einer Proteinase des Gasbrandbazillus beschrieben worden. 

Adsorbiert man Lésungen von gereinigten Dipeptidasepraparaten '° 
an Tonerde C, bei py = 5,0, so entspricht die in den Restlésungen und 
in den Elutionen wiedergefundene Enzymmenge zusammen niemals 


1 J. B. Summer, J. of biol. Chem. 69, 435, 1926. — ? J. H. Northrop, 
J. gen. Physiol. 13, 739, 1930; J. H. Northrop u. M. Kunitz, ebenda 16, 267, 
1932; M. Kunitz u. J. H. Northrop, ebenda 18, 433, 1935; Ergebn. d. Enzym- 


forschung 2, 104, 1933. — ° H. Kraut u. W. v. Pantschenko-Jurewicz, diese 
Zeitschr. 275, 104, 1935; 285, 407, 1936. — 4 Vgl. aber #. Bamann u. 


Ch. Feichtner, ebenda 288, 74, 1936. 5 FE. Abderhalden u. A. Fodor, Fer- 
mentforsch. 1, 540, 1916; EB. Abderhalden u. E. v. Ehrenwall, ebenda 14, 
118, 1933. — °® Vgl. Dissertation Windbichler, Miinchen 1936. 7 Vor- 
laufig mitgeteilt von W. Grafmann auf der Chemiedozententagung in 
Leipzig 1937; Ref. Angew. Chem. 50, 913, 1937; vgl. auch Dissertation 
Volmer, Miinchen 1937. — ® H. Albers, Vortrag auf dem Reichstreffen 
der deutschen Chemiker, Frankfurt 1937. Ref. Angew. Chem. 50, 831, 1937. 
- ® BH. Maschmann, Naturwiss. 26, 139, 1938. - © Hergestellt nach 
W.Grabmann u. L. Klenk, Zeitschr. f. physiol. Chem. 186, 31, 1930. 
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der Aktivitat der Ausgangslésung. Durch Wiedervereinigung von 
Elution und Restlésung wird eine, in ihrem Ausmaf etwas wechselnde, 
immer aber betraichtliche Steigerung der Wirksamkeit erreicht, die in 
einzelnen Fallen der urspriinglichen Aktivitat nahekommen kann. 


Tabelle I. Gegenseitige Aktivierung von Restlésungen und 
Elutionen. 





Spaltung von d,1l-Leucylglycin in ccm n/20 KOH 





Ver- ———____——_ hissing 
such A usgangs- Restlisung Elution ¥ beth... estlésung + Elution | Aktivierung 
Nr. nang berechnet gefunden in %/, 

1 mm 0,25 0,30 0,55 090 | 64 

2 1,50 0,48 0,25 0,73 095 | 30 

3 1,50 0,55 | 0,57 1,12 148 || 29 

4 ye 0,00 0,20 0,20 0,45 || 126 


Die Adsorptionsversuche wurden folgendermaBen durchgefiihrt : 


Dipeptidasetrockenpraiparat! wird in wenig Wasser gelést und die 
eisgekiihlte Lésung mit einigen Tropfen n Acetatpuffer auf pa = 5,0 
gebracht. Die Lésung wird in die ~ebenfalls gekiihlte Suspension einer 
bestimmten Menge Tonerde C y gegeben, gut durchgeschiittelt und ab- 
zentrifugiert. Der C y-Niederschlag wird mit m/30 Phosphatpuffer py = 7,8 
eluiert. 

Versuche 1 bis 3. 100 mg Dipeptidasetrockenpraparat mit 0,65 Di.-E. 
in 10mg, 200mg C y, Volumen 20 ccm. Eluiert mit 10cem Phosphat- 
puffer. Spaltungsansétze: 2 ccm Restlésung oder 1 ccm Eluat oder 2 ccm 
Restlésung + l1cem Eluat und 0,4 Millimol d, 1l-Leucylglycin, pu = 7,8 
in 5cem; Titrationsprobe: 2cem. Durchspaltung: 1,60 cem n/20 KOH. 
Spaltungszeit bei Versuch 1 1 Stunde, bei Versuch 2 und 3 je 2 Stunden; 

= 40°. 

Versuch 4. 36mg Dipeptidasetrockenpraiparat, 1,1 Di.-E. in 10 mg, 
2,85cem H,O, 0,28cem n/5 Acetatpuffer, pu = 5,0, 3,37 cem (72 mg) 
Tonerde C y. Eluiert mit 6,5 cem Phosphatpuffer. Spaltungsansétze: 1 ecm 
Restlésung oder 1 cem Eluat, oder 1 cem Restlésung + 1 ccm Eluat und 
0,6 Millimol d, 1-Leucylglycin, px = 7,8 in 5cem. ¢ = 40°, Titrations- 
probe: 2 cem. Durchspaltung: 2,4 cemn/20 KOH. Spaltungszeit : 2 Stunden. 


ts ist bisher nicht gelungen, durch systematische Adsorptions- 
versuche zu vollig inaktiven Restlésungen und inaktiven Elutionen zu 
gelangen und diese zu aktivem Enzym zu vereinigen. 

Wenn man Hefemazerationssaft mit Ammonsulfat sattigt und den 
erhaltenen EiweiBniederschlag in Wasser list, so findet man sowohl 
die Lésung des EiweiBniederschlags als auch die Fallungsrestlésung 
dipeptidatisch wirksam, doch entspricht die Summe der Aktivitaten 
beider Lésungen nur einem Teil der Wirksamkeit der urspriinglichen 
Lésung. Beide Lésungen vereinigt zeigen dagegen nahezu die Aktivitat 
der Ausgangslésung. 


1 Hergestellt nach W.GraBmann u. L. Klenk, Zeitschr. f. physiol. Chem. 
186, 31, 1930. 
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70 cem Hefemazerationssaft (s. unten) werden mit Ammonsulfat 
gesattigt und abzentrifugiert. Niederschlag in Wasser zu 70 ccm gelidst. 


Urspriingliche Lésung enthaélt ............. ccc cece enone 790 Di.-E. 
Lésung des EiweiBniederschlags (a) enthalt ............ 175 
remeron (0) CRRA es 0 kG Wore Baska ee Held new aees ae 
nhs OS MMEITIO  MESTIENG: «5c. 5 « cid's'6'o- Seabee gw 0 OUh ea wc 742 ‘is 


Es scheint also, daB8 durch die Ammonsulfatfillung eine teilweise 
Aufspaltung des Dipeptidasesystems in eine EiweiBkomponente und 
einen durch Ammonsulfat nicht fallbaren, vielleicht niedermolekularen 
Bestandteil herbeigefiihrt worden ist. Ein Trockenpraparat der rohen 
EiweiBkomponente haben wir zunachst in folgender Weise hergestellt : 

2,75 kg Backerhefe werden bei Zimmertemperatur innerhalb 35 Stunden 
getrocknet, die Trockenhefe (700 g) wird mit 2100 cem Wasser 12 Stunden 
bei 25° mazeriert, der abgetrennte Mazerationssaft mit Ammonsulfat ge- 
sattigt und der EiweiBniederschlag abzentrifugiert, in 67 cem Wasser gelést 
und erneut durch Sattigen mit Ammonsulfat gefallt. Nach dreistiindigem 
Stehen bei 0° wird abzentrifugiert, in ungefaihr 125 cem Wasser gelést und 
bis zum Verschwinden der SOj-Reaktion gegen flieBendes Wasser dialysiert. 
Um das im Laufe der Dialyse ausgefallene Eiwei8 in Lésung zu bringen, 
wird 2cem m/3 Phosphatpuffer py = 7,5 zugefiigt und im Vakuum iiber 
Schwefelséure zur Trockne gebracht. 


Die geringe dipeptidatische Eigenwirksamkeit solcher Protein- 
praparate wird, wie wir finden, durch Hefekochsaft ganz erheblich 
gesteigert. 





Tabelle II. Aktivierung von HefeeiweiB durch Hefekochsaft. 


Angewandt i Spaltung in ccm n/20 KOH 





——s | hme | 
mg EiweiS | ccm Kochsaft allein allein | +Kochsaft 4 in 0), 
0,05 0,10 012 | 0,00 042 | 260 
0,14 0,10 0,28 0,00 0,77 175 
0,14 0,68 0,29 0,00 0,82 185 
0,30 0,12 0,47 0,00 1,10 135 
0,30 0,68 0,47 0,00 1,55 230 


Ausfiihrung der Versuche: Soweit nicht anders vermerkt, beziehen sich 
diese und alle folgenden Angaben auf die Titrationsproben von 2 ccm; 
diese enthalten die in der Tabelle II angegebenen EiweiB- und Kochsaft- 
mengen, 0,24 Millimol d, l-Leucylglycin, py = 7,8. ¢t = 40°. Durchspaltung: 
2,4cecm n/20 KOH. Spaltungszeit: 2 Stunden. 

Hefekochsaft: 100 g Backerhefe! werden in 100 cem siedendes Wasser 
eingetragen, die Suspension 5 Minuten zum Sieden, anschlieBend 1 Stunde 
auf 60° erhitzt und dann filtriert. 

Der die Proteinkomponente zur Dipeptidase erginzende Faktor 
ist also kochbestandig. Er ist dialysierbar, wenn auch nicht ganz leicht. 
1 Wir verwandten Backerhefe der Firma P. L. Bramsch, Dresden, fiir 
deren freundliche Uberlassung wir der Firma an dieser Stelle danken 
méchten. 


. 
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30 cem Hefekochsaft werden im Cellophanschlauch 15 Stunden gegen 
300 cem dest. Wasser dialysiert und die AuBenlésung i. V. auf das Volumen 
der Innenlésung eingeengt. 


0,18 ma Birweib: allem... ies 285 as Spaltung 0,34 eem n/20 KOH 
O18 ::.. ef: t+ 0,70 eem Innenlésung ye lll ,, n/20 KOH 
Cae ;, me + 0,70 ,, AuBenlésung ss 0,63) ,,. n/20 KOH 


An Stelle von Hefekochsaft konnten durch Erhitzen inaktivierte 
Lésungen gereinigter Hefedipeptidase, ferner auch durch Erhitzen 
inaktivierte Ausziige aus Darmschleimhaut zur Aktivierung der Protein- 
praparate dienen. 


ay G26 me Biwert allem 8 kk oes Spaltung: 0,50 eem n/20 KOH 
O36... Bs + 0,4 cem Kochsaft aus 
Img Dipeptidasetrockenprapa- 

vo AMR a SBN CE 4 1 yO ie eR < 0,86 cem n/20 KOH 

by) i 2A: eee RON sn io asicde eee BA 0,28 ,, n/20KOH 
0,14 ,, me + 0,7 cem hitzeinaktiver 

Darmschleimhautauszug ...... a 0,45 ,, n/20 KOH 


Das Studium dieser Aktivierungseffekte ist dadurch erschwert, 
daB es uns bisher nicht gelungen ist, auf diesem Wege zu Protein- 
praparaten ohne dipeptidatische Eigenwirksamkeit zu gelangen. Uber- 
raschenderweise hat sich indessen gezeigt, da Praparate der Amino- 
polypeptidase aus Hefe, die gegen Leucylglycin wirkungslos sind, sich 
prinzipiell gleichartig verhalten wie das beschriebene Hefeeiweib. 
Durch Zusatz von Hefekochsaft laBt sich in diesen Praparaten eine 
starke Dipeptidasewirkung entwickeln. Auch mit hitzeinaktivierter 
Dipeptidase und hitzeinaktiviertem Darmerepsin haben wir dieselben 
Wirkungen erhalten, die sich jedoch nicht mit Sicherheit reproduzieren 
lieBen. Ebenso verhielt sich ein Dipeptidasepraparat, das durch langes 
Aufbewahren seine Enzymwirkung verloren hatte. Durch das oben 
beschriebene HefeeiweiB dagegen wird in Aminopolypeptidaselésungen 
keine Dipeptidasewirkung hervorgerufen (Tabelle II). 


Tabelle III. Aktivierungsversuche mit Aminopolypeptidase, 
Substrat Leucylglycin. 





Spaltung von d, l-Leucylglycin 





a Para rn r mers ro reere 
yeptidase Zus -olypep- oly pep- 
” sss tidase | Zuents | tidgse 
mg allein + Zusatz 
1,79 0,16 com Hefekochsaft ........... | 0,02 0,00 | 0,92 
1,57 0,24 ,, pit al. ae ples dae ihc 0,02 0,00 0,77 
1,12 0,40 ,, Bs eb ig a i garg 0,02 0,00 0,54 
1,12 0,40 ,, hitzeinaktivierte Hefedi- | 
peptidase ............ i 0,02 0,00 0,16 
1,12 0,4 +4, hitzeinaktiviertes Darm- 
aR a See ee ae 0,02 0,00 0,35 
0,24 4 mg gealtertes Dipeptidase- 
trockenpraparat ...... 0,15 0,00 | 0,30 


1,1% EEG 5) REOROGT WERE fa icc vice wsiie 6 0,02 0,52 0,55 
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Die Ansatze wurden wie bei Tabelle II beschrieben ausgefiihrt. Durch 
Kontrollversuche ohne Substratzusatz wurde sichergestellt, daB die Akti- 
vierungseffekte nicht etwa durch eine gegenseitige Hydrolyse der Kom- 
ponenten vorgetéuscht sind. 

Die verwendeten Aminopolypeptidasepraparate waren im wesentlichen 
nach der Methode von GraBmann, Emden und Schneller! dargeste)lt, mit 
dem einzigen Unterschied, daB die alkalische Elution der Essigsaéurefallung 
mit Natriumacetat nicht nur zu 40 bis 50%, sondern vollkommen gesattigt 
wurde. Dadurch konnte erreicht werden, da die meist noch vorhandene 
geringe Dipeptidasewirkung vollkommen entfernt wurde. 

Aus den angefiihrten Ergebnissen geht hervor, daB ein hoch- 
molekularer, eiweiBaihnlicher, thermolabiler Bestandteil (Hefeeiweib, 
Aminopolypeptidaselésung) durch einen niedermolekularen, thermo- 
stabilen Bestandteil (Hefekochsaft, Kochsaft von Dipeptidasepraparaten) 
sich zur Dipeptidase erganzen |iBt. Man darf daraus wohl den SchluB 
ziehen, daB auch die Dipeptidase, ahnlich wie die eingangs erwihnten 
Oxydoreduktionsenzyme, aus mehreren Komponenten besteht, und wir 
glauben daher, vorerst die aufgefundenen Komponenten mit Co-Dipepti- 
dase und Dipeptidaseprotein bzw. Apo-Dipeptidase bezeichnen zu 
diirfen. Es ist jedoch darauf hinzuweisen, daB die Verhaltnisse kom- 


Tabelle IV. Aktivierung der Restlésungen. 





Spaltung von d, I-Leucylglycin in cem n/20 KOH 


Versuch 1 Versuch 2 Versuch 3 




















Wases te i Bite. GS 
Zusatz =. | Restlisung §_ y_ | Restlisung =. || Restlésung 
St +Zusatz 22 Gz + Zusatz St + Zusatz 
agi | SS | as wig = = || sittin 
a ber. gef. = ber. gef. P= ais ij ber. | gef. 
Elution.... 0,20 0,42) 0,62 0,91 )/0,13 0,31 0,42) 0,81)/0,20 0,58 0,78 0,80 
Aminopoly- 


peptidase 0,20 0,02)0,22 0,67) — — — ||0,20 | 0,02 0,22 0,88 
HefeeiweiB. 0,20 0,27 0,47 0,65 0,13 0,47 0,60 1,00, — — _ — 
Kochsaft .. 0,20 0,00 0,20 0,34 |) — — | 0,20 0,00 0,20 0,63 


Tabelle V. Aktivierung von Elutionen. 





Spaltung von d, l-Leueylglycin in n/20 KOH 


Versuch 1 Versuch 2 


Zusatz ————-— — —||————- ——-—-—— 
Elution Zusatz Elution + Zusatz | piution| Zusatz | Elution+Zusatz 
allein allein yop pr ~ allein | allein bee 
Restlésung ........ |} 0,42 | 0,20 0,62 0,91 0,31 | 0,13 0,44 0,81 
Aminopolypeptidase | 0,42 0,02 | 0,44 0,66 
HefeeiweiB ........ 0,42 | 0,27 | 0,69 | 1,18 | 0,31 | 0,47 | 0,78 | 1,59 
Hefekochsaft ...... 0,42 | 0,00 0,42 | 0,29 0,31 0,00 0,31 0,35 


1 W.GraBmann, L. Emdenu. H. Schneller, diese Zeitschr. 271, 217, 1934. 
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pliziert werden durch aktivierende Einfliisse von Elektrolyten, iiber die 
in einer folgenden Arbeit berichtet wird!. 

Mit Hilfe dieser beiden Komponenten, die jede fiir sich 
allein dipeptidatisch unwirksam sind, untersuchten wir den Ver- 
lauf der mit Adsorption an Tonerde Cy erreichten teilweisen Auf- 
spaltung der Dipeptidase. Restlésungen und Elutionen wurden 
mit Hefekochsaft, Hefeeiwei8 und Aminopolypeptidaselésungen kom- 
biniert (Tabelle VI und V). 

Die Adsorptionen wurden wie bei Tabelle I beschrieben ausgefiihrt: 

Versuche 1 und 3. 25 mg Dipeptidasetrockenpraparat (1,03 Di.-E. in 
10 mg), 4,00 cem Wasser, 0,23 cem n/5 Acetatpuffer, py = 5,0; 2,95 cem ; 
(63 mg) Tonerde C y. Eluiert mit 7,5 cem Phosphatpuffer. 

Versuch 2. 14mg _ Dipeptidasetrockenpraparat (1,03 Di.-E./10 mg), 
2,62 cem Wasser, 0,23 ccm n/5 Acetatpuffer, po = 5,0; 1,65 c¢em (35 mg) 
Tonerde C 7. Eluiert mit 4,5 cem Phosphatpuffer. 





Spaltungsansatze wie Tabelle I, Versuch 4. Die Zusatze in Versuch 1: 
1,12 mg Aminopolypeptidase, 0,14 mg HefeeiweiB, 0,4 ccm Kochsaft; in 
Versuch 2: 0,30 mg HefeeiweiB, 0,4 cem Kochsaft; in Versuch 3: 1,12 mg 
Aminopolypeptidase, 0,4 cem Kochsaft. 

Alle Angaben sind bezogen auf die Titrationsprobe von 2 cem. 

Die Elution wird also von Hefekochsaft nicht aktiviert, dagegen 
von HefeeiweiB und Aminopolypeptidase in ahnlichem MaBe wie von 
der Adsorptionsrestlésung. Dagegen wird die Restlésung sowohl durch 
Kochsaft wie durch Hefeeiwei8 und Aminopolypeptidase aktiviert. 
Die Elution verhalt sich also gleichsinnig dem Hefekochsaft, was die 
Deutung nahelegt, daB neben einem geringen Teil Dipeptidasesymplex 
(Holodipeptidase*) vorzugsweise die Co-Dipeptidase adsorbiert und 
eluiert wird. Die Restlésung wiirde nach ihrem Aktivierungsverhalten 
Holoenzym im Dissoziationsgleichgewicht mit freiem Apoenzym und 
freiem Co-Enzym enthalten, wobei die Dissoziation des Symplexes 
durch Zugabe jeder der beiden Komponenten zuriickgedrangt 
wird. 

Wir erwahnen schlieBlich noch eine vorerst schwer erklarbare 
Beobachtung tiber die Aktivierung von Dipeptidasetrockenpraparaten 
mit Lésungen von kristallisiertem Eialbumin. Sie 1aBt sich nicht etwa 
durch die Annahme erklaren, daB in dem Albuminpraparat Apo- 
enzym oder Co-Enzym enthalten ware, denn weder mit Hefekoch- 
saft noch mit HefeeiweiS kann das Albumin zu Dipeptidase erganzt 
werden. 


1 Vgl. W.GraBmann, Angew. Chem. 50, 1913, 1937. 2 Nach der 
Bezeichnungsweise von Euler, Neuberg u. Albers, vgi. C. Newberg. u. 
H.v. Euler, diese Zeitschr. 240, 245, 1931; H. Albers, Angew. Chem. 49, 
448, 1936. 
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Tabelle VI. Aktivierungsversuche mit Eialbumin. 





Spaltung von Leucyl- 


mg Albumin glyecin (ccm n/20 KOH) 


100 mg Dipeptidasetrockenpraparat ..... | Ps A eet 
. Sg jae { 0 0,47 
BU UE EEGOIOLE 5 ax 'ans 9.0 td apenatiee 6.8 0.47 
98 eo Tar | 0 0,00 
CEs GH “TROONAEE 8 og vice FS '< ine we sins 5.2 0,04 


Die Ansaétze wurden wie bei Tabelle II ausgefiihrt. Das Eialbumin 
war ein nach Sérensen und Héyrup' dargestelltes, dreimal umkristallisiertes 
Praparat, das dipeptidatisch vollkommen unwirksam ist. Mit gewéhnlichen 
amorphen Albuminpraparaten konnte derselbe Effekt erzielt werden. 


1S. P. L. Sérensen u. M. Héyrup, Zeitschr. f. physiol. Chem. 108, 15, 
1918, 














Zur Dynamik und Bestimmung der Hefewuchsstoffwirkung. 
Von 
(. Enders und M. Hegendérfer. 
(Aus der Wissenschaftlichen Station fiir Brauerei in Miinchen.) 
(Eingegangen am 10. Juni 1938.) 
Mit 5 Abbildungen im Text. 


Bald nach dem Auffinden von Bioswirkungen durch Wildiers (1901) 
konnte gezeigt werden, da man es hier mit einer ganzen Gruppe von 
Stoffen mit vitaminartigem Charakter zu tun hat. Die Aufspaltung 
dieser Gruppe ergab eine Reihe von Kérpern, die sich durch Fallbarkeit, 
Léslichkeit und Wirkung voneinander weitgehend unterscheiden. 
Obwohl das Biosproblem Gegenstand sehr zahlreicher Untersuchungen 
gewesen ist, liegt eine vollstandige Kenntnis dariiber noch nicht vor, 
was sich in einer groBen Uneinheitlichkeit der Nomenklatur auBert (1). 
Ks sei hier nur an die Arbeiten von Kégl (2), Euler (3) und Nielsen (4) 
erinnert, in denen insbesondere Hefewuchsstoffuntersuchungen an 
solchen K6érpern vorgenommen wurden, die durch hohen Biosgehalt 
ausgezeichnet sind. Fiir Untersuchungen an Ausgangsmaterial mit sehr 
geringem Biosgehalt sind die bei diesen Methoden auftretenden Versuchs- 
fehler zu groB, als daB sie eindeutige Ergebnisse liefern wiirden. Im 
Verlauf von Untersuchungen verschiedener Naturstoffe, in denen nur 
sehr geringe Mengen Hefewuchsstoff vorkommen, ergab sich fiir uns 
daher die Notwendigkeit, eine Methode auszuarbeiten, die es gestattet, 
geringste Biosmengen einwandfrei nachzuweisen. Unsere Unter- 
suchungen beschrankten sich hierbei auf die Wirkung von atherunlés- 
lichen, wasserléslichen Hefewuchsstoffen, die Nielsen als Wuchsstoff B, 
bezeichnet, zum Unterschied von Wuchsstoff A, der das Wachsen der 
Avenakoleoptile beeinfluBt. Die Wirkung des Wuchsstoffes B,, im 
folgenden kurz als Bios bezeichnet, wird dadurch festgestellt, da man 
die zu untersuchenden Wuchsstoffextrakte zu wuchsstoffarmer Hefe, 
die sich in véllig biosfreier Naihrlésung befindet, zusetzt und die Ver- 
mehrung der Hefe miBt. Zu dieser Messung standen uns nun folgende 
Methoden zur Verfiigung: 

1. Das direkte Auszihlen der Hefezellen unter dem Mikroskop vor 
und nach dem Versuch (3). 

2. Die Bestimmung der Trockensubstanz der Hefe durch Filtrieren 
durch Jenaer Glasfritten G 4 (4). 

3. Die Bestimmung der py-Verschiebung, die bedingt ist durch 
das Wachstum der Hefe mit (NH,),SO, als Stickstoffquelle (5). 

4. Die nephelometrische Bestimmung der Hefemenge (6). 
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Der erste Weg war fiir uns ungangbar, weil er fiir Reihenversuche 
zu langwierig ist. Der zweite Weg war zwar kiirzer als der erste, aber 
fiir Reihenversuche immer noch zu langwierig und auferdem schien 
er uns bei Einwaagen von 0,6 mg Hefe (Trockensubstanz) zu ungenau. 
Die dritte Methode war fiir uns nur mit Vorbehalt zu verwenden, da wir 
auch Extrakte bei wechselndem py-Wert herstellen wollten und des- 
wegen eine nachtriagliche Pufferung auf py 6,8 bis 7,0 nétig war. Diese 
Methode ist iibrigens neuerdings von Hartelius (7) einer kritischen Be- 
trachtung unterzogen worden, aus der hervorgeht, daB diese Art der 
Messung fiir héhere Bioskonzentration wohl anwendbar ist, bei geringer 
Biosmenge aber zu sehr groBen Fehlern fiihren kann. 

Eine nephelometrische Methode zur Bestimmung des Biosgehalts 
irgendwelcher Substanzen wurde bereits von Kégl (8) entwickelt. Er 
verwendet das Nephelometer nach Moll, das zum Unterschied vom 
Lange-Kolorimeter die Differenz der Lichtdurchlassigkeit mittels 
Thermosaulen mit. Als Einheit der Bioswirkung nimmt er die Saccharo- 
myceseinheit ,,SE; er versteht darunter diejenige Menge Biossubstanz, 
die im Schiittelthermostaten bei 30°C nach 5 Stunden eine 100° ige 
Steigerung der Hefeernte unter den eingehaltenen Bedingungen (Nahr- 
boden usw.) bewirkt. Da sich nun, wie auch im Anfang bei unserer 
Methode festzustellen war, mit gleichem Extrakt bei verschiedenen 
Versuchsreihen Unterschiede im Wert der ,,SE‘ zeigten, verwendet 
Kégl eine Standardlésung (Hefewasser), deren ,,SE‘ zu 12 gefunden 
wurde und errechnet sich aus ihrem jeweiligen Wert den Korrektur- 
faktor fiir jeden Versuch. In seinen Versuchen arbeitet er in der GréBen- 
ordnung von 10000 Saccharomyceseinheiten und bekommt gut ver- 
gleichbare Werte. 

Die Durchfiihrung dieser Methode erfordert Reihenversuche, so 
daB offenbar eine Methode, die aus dem Hefezuwachs bei nur einer 
gegebenen Bioskonzentration mit Hilfe nur eines Versuchs auf den 
betreffenden Biosgehalt schlieBen laBt, rascher zum Ziel fiihrt. Wir 
verwendeten daher als MaB fiir den Wuchsstoffgehalt den Wuchsstoff- 
faktor ,,f* nach Nielsen. ,,f* stellt das Verhaltnis von Hefeernte mit 
Bios zur gleichzeitig ermittelten Hefeernte ohne bioshaltigen Extrakt- 
zusatz dar. Wahrend Nielsen sich der gravimetrischen Hefemengen- 
ermittlung bedient, verwendeten wir die Bestimmung durch Triibungs- 
messung mit dem lichtelektrischen Kolorimeter nach Lange, das wir 
bereits friiher als zweckmabig fiir Reihenversuche erkannt hatten. Da 
iiber 40°, Absorption die Proportionalitaét des Ausschlags mit der Hefe- 
menge nicht mehr gewahrt ist, wurden Absorptionen tiber 40°, durch 
Verdiinnen in den proportionalen MeBbereich gebracht und mit dem 
jeweiligen Verdiinnungsfaktor multipliziert. Bei Verwendung von 
Kiivetten von 10 cem Inhalt entsprechen 5°, Absorption 1 mg Hefe- 
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trockensubstanz. Im folgenden sind die Werte fiir Hefemengen immer 
in Prozenten Absorption von 10 ccm Lésung verstanden, die in der dem. 
Lange-Kolorimeter beigegebenen Mikrokiivette von 1 em Schichtdicke 
gemessen wurden. Die Versuche wurden folgendermaBen angesetzt : 


Als Testhefe wurde der Stamm M 138 der Wissenschaftlichen Station 
fiir Brauerei Miinchen verwendet. Von der Kulturhefe war anzunehmen, 
da8B sie nicht in der Lage ist, Wuchsstoffe zu synthetisieren, wie das be- 
kanntlich bei den Torulaceen, Schimmelpilzen usw. der Fall ist, sondern 
daB sich bei geringen Hefekonzentrationen der Bioseffekt nachweisen 
laBt. Die Hefe wurde zuerst in wenig helle Vorderwiirze eingeimpft. Nach 
dem Abklingen der Garung, die durchschnittlich 4 Tage dauerte, wurde dann 
die Wiirze durch eine Nahrlésung nach Nielsen (4), der 1% helle Vorder- 
wiirze beigegeben war, ersetzt und 10 Tage bei 25°C unter 6fterem Auf- 
schiitteln aufgestellt. Die so vorbehandelte Hefe war sehr arm an Bios- 
substanzen und zum Nachweis solcher gut geeignet. Durch wiederholtes 
Waschen mit Wasser wurde sie dann von der Niahrlésung befreit und in 
Wasser aufgeschlimmt mittels einer Biirette zu den einzelnen Kolben 
gegeben, so daB in jedem ungefihr 3% Aussaat waren. Innerhalb der 
einzelnen Versuchsreihen aber war die Hefeaussaat immer gleich. In die 
Kolben gaben wir 10 cem Nahrlésung nach Nielsen. (1,0g KH,PO,, 0,7 g 
MgSO,, 0,5g NaCl, 0,4g CaCl,, .0,6g (NH,),.SO,, 100g Rohrzucker, 
0,5cem 1%ige FeCl,-Lésung je Liter.) Die verwendeten Chemikalien 
waren ,,pro analysi*’ mit Ausnahme des Rohrzuckers, der als normaler 
Wiirfelzucker verwendet wurde. Nach Zugabe von 1 ccm Phosphatpuffer, 
pu 6,8 [27,23 g KH,PO, und 35,63 g Na,HPO, je Liter (nach Sérensen)], 
setzten wir den zu priifenden Extrakt zu und fiillten auf 20 eem mit Wasser 
auf. Die Kolben wurden dann bei 25° aufgestellt und nach 24 Stunden 
die Triibung in 10 cem Fliissigkeit mit dem Lange-Kolorimeter bestimmt. 
Vor dem Aufstellen wurden drei bis vier Kolben aus der Reihe ausgewahlt 
und die Hefeeinwaage ermittelt. Dabei zeigten sich Schwankungen von 
héchstens + 0,5 % Absorption, so da die Methode der Impfung gut zu ver- 
wenden war. Um Zufilligkeiten weitgehend auszuschalten, wurden immer 
drei Parallelversuche angesetzt und der Mittelwert davon genommen. 
Beim Anstellen der Versuchsreihen war es nicht noétig, steril zu arbeiten, 
da sich in der kurzen Versuchszeit von 24 Stunden im allgemeinen keine 
nennenswerten Infektionen zeigten, wie bereits Nielsen gefunden hat. Bei 
denjenigen Ansatzen, welche Triibungsstaérken aufwiesen, die aus dem 
Rahmen herausfielen, wurde eine mikroskopische Priifung durchgefiihrt 
und bei Anwesenheit von starkeren Infektionen der Versuch wiederholt. 


Da nun bei unseren Untersuchungen, wie schon erwahnt, sehr 
geringe Bioseffekte zu erwarten waren, muBbte zuerst gepriift werden, 
ob die angegebene Methode in brauchbarer Weise auf dieselben an- 
spricht. Bei der Durchsicht der Arbeiten von Nielsen, dessen Methode 
wir im wesentlichen iibernommen hatten, muBten wir feststellen, dab 
fiir Wiirze ganz verschiedene Wuchsstoffaktoren gefunden wurden, 
obwohl Nielsen in einer Untersuchung von Wiirzen verschiedenster 
Herkunft zu dem SchluB kommt, daB der Biosgehalt derselben ungefaihr 
gleich ist (9). In der Tabelle I sind die von Nielsen im Verlauf mehrerer 
Arbeiten gefundenen Wiirzefaktoren zusammengestellt. 
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Tabelle I. 








Literatur: Kontroll- ef Literatur: Kontroll- a 
Compt. rend. Ser. wert too" Wares Compt. rend. Ser. wert | a, oe 

physiol. mg physiol. | mg 

21, Nr. 7, 8.155 7,5 21, Nr. 17, S. 431 2,0 10,4 

19385 = §.157 1,1 8,9 1937 8. 432 3,1 7,6 

8. 158 3,1 5,3 8.433 | 23 | 80 

S. 160 6,8 S. 435 oe 

S. 162 2,2 4,5 22, Nr.1, S. 12] 3,0 7,3 

1937 S. 14 2,6 5,9 


Es zeigen sich hierbei Schwankungen im Faktor ,,f‘ von 4,5 bis 
10,4, obwohl diese beiden Extremwerte bei gleichem Kontrollwert, 
d. h. gleichem Biosgehalt der Versuchshefe, der sich im Anwachsen der 
gleichen Aussaaten zu praktisch iibereinstimmenden Ernten der Ver- 
gleichsversuche ohne Biosextrakt auBert, erreicht wurden. In Uber- 
einstimmung mit diesen Ergebnissen machten wir die Beobachtung, 
da8 die mehrfache Bestimmung des Nielsen-Faktors bei Verwendung 
derselben Wiirze und der gleichen Hefe sehr unterschiedliche Werte 
zeitigte. Es muBte also die Durchfiihrung der Methode mehrere Fehler 
in sich bergen, die es ausfindig zu machen galt. Da iiber die gesetz- 
maBigen Beziehungen, die zwischen Biosgehalt des Nahrmediums, 
Biosgehalt der Hefe, Hefeaussaat, Hefeernte und dem Nielsen-Faktor 
bestehen miissen, noch wenig bekannt ist, muBten diese Verhaltnisse 
an einigen Versuchsreihen erst klargelegt werden, ehe eine Korrektur 
der Fehler in Angriff genommen werden konnte. 

Zunichst stellten wir eine Versuchsreihe an, in welcher die Ab- 
hingigkeit des Nielsenfaktors von der Hefeeinwaage und von dem Bios- 
gehalt der Extrakte zum Ausdruck kommen sollte. Entsprechend der 
Definition des Bios, welches bekanntlich nur bei geringer Hefeeinwaage 
in Erscheinung tritt, variierten wir unsere Hefeaussaat von 0,8 bis 8,6°%. 
Diese Versuchsreihe umschlieBt also jenen Hefeeinwaagenbereich, der 
bei Nielsens Methode beim praktischen Arbeiten auftritt. Der ver- 


Tabelle II. 





Biosextrakt Nr. 








Beil I I eed Tee i IV Vv 
ris : (Malzkeim- oe ra 18 ris + 36 

Ojo abs. (Wiirze 1: 0) extrakt 1: 10) (Wiirze 1: 8) (Wiirze 1:16) | (Wiirze 1 : 32) 
————— ST = —————— = = ———————————— os ——— = —————————————————————— 

0,8 13,6 8,8* 6,2 4,1 1,8 * 

5 ee | 13,7 9,8* 5,5 Ry 23% 

2,0 11,6 7,9 4,2 3,9 ? 1,6 

6,0 5,8 3,7 2, 1,8 1,1 

8,6 4,1 3,5 2,0 1,2 1,1 


* Die Fehler der Werte sind wahrscheinlich auf VersuchsmeBfehler zuriickzufiihren, die in 
dem Bereich mit ganz geringer Hefeaussaat besonders gro8 sind (s. spiiter). 
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schiedene Biosgehalt der Versuchsansétze wurde durch Zugabe von 
Verdiinnungen von Vorderwiirze und Malzkeimextrakt eingestellt. 

Die Abhingigkeit des jeweils gefundenen Faktors von der Hefe- 
aussaat bei verschiedenem Biosgehalt geht deutlich aus der Abb. 1 
hervor, in welcher ,,f° als Ordinate zur Hefeaussaat (°, Absorption) 
als Abszisse aufgetragen ist. 

Aus der Zeichnung ergibt sich die bemerkenswerte Tatsache, daB 


der Nielsen-Faktor bei demselben Biosgehalt der Nahrlésung hyper- 


bolisch von der Hefeaussaat ab- 





hangt. Die Hyperbeln liegen um 
so weiter vom Ursprung des ver- 
schobenen Koordinationssystems 


entfernt, je héher der Biosgehalt 
des Nahrmediums ist. Der Ver- 
gleich mit den theoretisch berech- 
neten Hyperbeln ergab innerhalb 
der Versuchsfehler keine Abwei- 
chung. GemaB der fiir die Hyper- 
bel giiltigen GesetzmaBigkeit x. y 


| | 

— en nenems ae 
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const gilt also fiir die Abhangig- 
keit des Nielsen-Faktors von der 
Hefeaussaat die Beziehung: 

















Hefeaussaat —> 


Abb. 1. 5 (f{—1)(# +¢) = K. (1) 
Wo: {= Nielsen-Faktor, H = Hefe- 


aussaat, c = Verschiebung der Or- 
dinate gegen den Ursprung, K 
Konstante. 

Die Konstante K stellt ein von 

der Hefeauissaat unabhangiges Mab 

rel, Bioskonz.—~ fiir den Biosgehalt der Nahrlésung 

sa&. dar; je gréBer dieser ist, um so gréBer 

ist K. Es besteht jedoch keine 

direkte Proportionalitét, sondern funktionelle Abhangigkeit, wie 
Abb. 2 zeigt: 

Fiir den Biosgehalt der Nahrlésung = Qist K = 0. Damit ist bewiesen, 
daB K nur den Biosgehalt der Nahrlésung ausschlieBlich denjenigen der 
Hefe bedeutet. 

Aus (1) ergibt sich 

K 
H+e 
Diese aus dem Experiment abgeleitete Beziehung erklart nun in um- 
fassender Weise die Abhiangigkeit des Hefewachstums (ausgedriickt 


+ a: (II) 
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durch den Nielsen-Faktor) von der Hefeaussaat und vom Biosgehalt 
der Nahrlésung und demjenigen der Hefe selbst. 

Wenn naimlich K = 0 ist, wird / 1, d.h. der Blindwert zeigt 
die gleiche Vermehrung wie der Versuch selbst, Andererseits wird / 
bei gleicher Hefeaussaat = H um so kleiner, je gréBer ¢ wird. Da die 
einzige Variable nur noch der Biosgehalt der Hefe selbst ist, ergibt sich, 
daB c = Biosgehalt der Hefe ist. Die Ordinatenverschiebung ist also 
der mathematische Ausdruck fiir die Tatsache, daB es durch die Ziichtung 
der biosarmen Hefe nach Nielsen nur gelungen ist, die Hefe biosarm, 
aber nicht biosfrei zu ziichten. Durch den Biosgehalt der Hefe selbst 
vermag sich auch der Blindversuch mit biosfreier Nahrlésung zu ver- 
mehren, so daB das Verhiltnis Ernte mit Bios/Ernte ohne Bios in der 
Nahrlésung eine endliche Zahl werden mu (Ordinatenabschnitte). 
Damit ist erklart, da die Hyperbelscharen nicht bei einer minimalen 
Hefeeinwaage asymptotisch ins co laufen, sondern von der Ordinate 
geschnitten werden. c ist je nach den Ziichtungsbedingungen ver- 
schieden groB. Je biosirmer eine Hefe gezogen wird, um so geringer 
wird die Ordinatenverschiebung. Sie miibte fiir den Extremfall der 
vollkommen biosfreien Hefe, die aber wahrscheinlich tiberhaupt nicht 
existenzfahig ist, Null betragen. Ist der Biosgehalt der Hefe groB, so 
kann nur bei sehr geringen Hefesaaten iiberhaupt eine Bioswirkung 
festgestellt werden. 

Weiterhin erklairt die Formel (IJ), da die Bioswirkung nur bei 
geringen Hefesaaten deutlich gemacht werden kann, entsprechend den 
ersten Beobachtungen von Wildiers, und daB bei hohen Hefeaussaaten, 
also einem geringen Verhaltnis der Bioskonzentration zur Hefezellen- 
konzentration Bioswirkung nicht zu erkennen ist. 

Da die Hyperbeln, die die Abhaingigkeit des Nielsen-Faktors von 
der Hefeaussaat darstellen, nur deswegen von der Ordinate geschnitten 
werden, weil der Nielsen-Faktor das Verhaltnis zweier Wachstums- 
erfolge darstellt, andererseits aber aus dem Kurvenverlauf zu erkennen 
ist, daB bei minimaler Hefeeinwaage und biosfreier Hefe im Prinzip 
auch eine minimale Biosmenge eine Zellvermehrung bis ins Unendliche 
hervorrufen miiBte, ergibt sich fiir die Natur des Bios, daB es ein Wirk- 
stoff von theoretisch unbegrenzter Wirksamkeit ist. Uber die Art und 
Weise, wie er die Zellvermehrung katalysiert ohne selbst zu leiden 
(Momentadsorption ? usw.) und seine Natur, geben diese mathemati- 
schen GesetzmaBigkeiten leider keinen AufschluB. 


Auch der Versuch aus diesen zwischen Hefeaussaat, Nielsen-Faktor 
und Biosgehalt von Nahrlésung und Testhefe bestehenden, fiir den 
Wachstumserfolg nach 24 Stunden geltenden Beziehungen riick- 
schlieBend auf die kinetische Beeinflussung des Hefewachstums durch 
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den Biosgehalt von Hefe bzw. Nahrlésung mit Hilfe einer zur selben 
Beziehung fiihrenden Theorie zu gelangen, brachte kein befriedigendes 
Ergebnis', 





Aus der Abb. | ist zu erkennen, daB die von Nielsen angewendete 
Methode zur Bestimmung des Hefewuchsstoffgehalts eines Extraktes 
die willkirlich festgelegte Einschrankung eines allgemein giiltigen 
Prinzips darstellt, die aber insofern recht giinstig gewahlt ist, als bei 
der Einwaage von 3% =0,6mg Hefetrockensubstanz ein gewisser 
Ausgleich von Vor- und Nachteilen geschaffen ist, die darin bestehen, 
da®B bei sehr geringen Einwaagen zwar hohe Bioswirkung nachweisbar 

ist, aber gerade wegen der starken Steigung der 

Kurven schon geringe Einwaageunterschiede sehr 

groBe Differenzen im gefundenen Biosgehalt er- 

zeugen, wahrend andererseits bei groBen Kinwaagen 

durch Einwaageschwankungen zwar geringe Ab- 

weichungen der erhaltenen Faktoren avftreten, 

aber wegen der geringen Menge Bios, die pro 

P cry aisecis 5 Hefezelle anfallt, auch nur geringe Bioswir- 

Hefeaussaol —= “0Hs. kungen feststellbar sind. Um die Nielsensche 

Abb. 3. Methode sicher zu gestalten, ist zu beriicksichtigen, 

daB der Faktor f nicht allein eine Funktion des Bios- 

gehalts K des Extraktes ist, sondern daB er stark von der Hefeaussaat 
und dem Biosgehalt der Hefe beeinflupt wird. 

Da es aus versuchstechnischen Griinden kaum méglich ist, stets 
die gleiche Impfung von 3°%, Hefemenge zu erhalten, empfiehlt es sich, 
die bereits eingeimpfte Hefemenge genau zu messen und aus dem bei 
dieser Einwaage erzielten Faktor (f;) auf den einer Normaleinwaage 
von 3%, Hefeeinwaage entsprechenden Faktor (fy) umzurechnen, 
Dies kann in einfacher Weise geschehen mit Hilfe der Steigung der 
Kurven in dem praktisch in Frage kommenden Intervall von 1,5 bis 5% 
Hefeaussaat, die ja die Abhangigkeit des Faktors / von der Hefeaussaat 
widerspiegelt. 
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Da tg a : , ist | = Il. tg a, wobei Il = Aussaatyopmai 


II 


Aussaatzefunden ist. 





Da nun fy = fy > I (— wenn Aussaatgefunden < AUSSaatpopmal 
oe wenn Aussaatgefunden . Aussaatpormal): ist: 





fe + tg (Aussaatyorma: — Aussaatyefunden): (IIL) 


hy = 










1 Wir méchten nicht versiumen, Herrn Professor Dr. G. M. Schwab 
auch an dieser Stelle fiir seine freundliche Unterstiitzung bei dem Versuch, 
die gefundenen GesetzmaBigkeiten kinetisch auszuwerten, unseren ver- 
bindlichsten Dank zum Ausdruck zu bringen. 
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tg a ist je nach dem Biosgehalt des Extraktes verschieden und kann aus 
den Kurven in Abb. 4 fiir jeden Biosgehalt entnommen werden bzw. 
durch graphische Interpolation errechnet werden, wenn der bei einer 
bestimmten Hefeeinwaage gefundene Faktor bekannt ist. Bei Extrakten, 
die tiber denjenigen liegen, die graphisch wiedergegeben werden, kann 
durch Vorversuche mit verschiedenen Hefeeinwaagen (z. B. 2, 4, 6%) 
die jeweilige Steigung bestimmt werden. 

Durch diese fiir die richtige Auswertung von Reihenversuchen 
nétige geringe Vorarbeit wird der Nielsen-Faktor zu einem sichereren 
Ma®B fiir die Bioswirkung als bisher. Wie oben 
angefiihrt, stellt die Konstante K ein absolutes 
MaB fiir den Biosgehalt des Extraktes dar und ist 
somit fiir bestimmte Untersuchungen dem Nielsen- 
Faktor vorzuziehen. Die Berechnung von K kann 
aus dem bekannten (korrigierten) Nielsen-Faktor /, a 
der Hefeaussaat H und dem Biosgehalt der Hefe | 
c nach Formel (I) erfolgen. Die Bestimmung des f6 
Biosgehalts der Hefe ¢ ist spaiter angegeben. 

Wie die Formel (II) zu erkennen gibt, hangt 
nun der jeweils gefundene Faktor f/ nach Nielsen 
auch noch in starkem Mae von dem Biosgehalt 





der verwendeten Testhefen ab. Wiederholt wurde ete ish 
festgestellt, daB bei gleicher Hefeaussaat in den Abb. 4. 

Blindwerten (bei Differenzen zwischen den Hefe- Sane 18 
aussaaten im Blindwert ohne Biosextakt und dem Mt a 2 On? 
Hauptversuch mit Bios miiBte auch eine Korrek- IV tga = 0,54 


‘ V tga = 0,16 
tur auf gleiche Aussaaten vorgenommen werden) 


und damit in den Wuchsstoffaktoren / ziem- 

liche Unterschiede gefunden wurden, obwohl die Testhefen stets 
der angegebenen Vorbehandlung unterzogen worden waren. Da bei unserer 
Versuchsanstellung Schwankungen in der Hefeaussaat zwischen Blind- 
wert und dem eigentlichen Versuch nicht auftreten kénnen, besaSen 
offenbar die Hefen verschiedenen Biosgehalt. Um den Faktor f von 
dadurch bedingten unkontrollierbaren Schwankungen zu befreien, ist 
es also weiterhin nétig, nihere Kenntnis iiber die Abhangigkeit des 
Hefezuwachses vom Biosgehalt der Hefen und deren Aussaat zu er- 
langen. 

Wir bestimmten zu diesem Zweck den Zuwachs, der bei Hefen mit 
verschiedenem Biosgehalt nach 24 Stunden bei verschiedenen Aussaaten 
zu verzeichnen ist. 

Hefe Nr.1 war nach einer friiher angegebenen Arbeitsvorschrift 
gezogen und nach mehrtagiger Lagerzeit verwendet worden. Hefe 
Nr. 2 stellt unsere normale Testhefe dar; Hefe Nr. 3 und 4 enthielten 
mehr Bios, da sie normal giirenden Proben entnommen worden waren. 
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Tabelle III. 





Hefe Nr. 1 Hefe Nr. 2 Hefe Nr. 3 Hefe Nr. 4 
Hefe- nas Tae Cag PRIMI Gigs eR ORI he gy eR 
staneat Hefeernte ansenat Hefeernte ‘cusehat Hefeernte ‘icnteaek Hefeernte 
1,4 2,3 1,4 3,0 3,1 19,5 0,7 8,3 
3,1 3,8 ve 5,0 5,8 27,3 2,0 17,2 
5.5 6,0 4,3 8,5 7,9 31,6 3,3 21,6 


Die graphische Darstellung der erhaltenen Werte (Abb. 5) ergibt 
Kurven, die der Theorie entsprechend aus dem Ursprung kommend, bei 
niederen Hefekonzentrationen direkte Proportionalitaét zwischen Aus- 
saat und Ernte aufweisen. Mit steigenden Hefeaussaaten wird die Ernte 
geringer als der Proportionalitat entspricht, vielleicht, weil durch 
die héhere Hefekonzentration eine gegenseitige Behinderung der 
Zellen im Wachstum eintritt. Je héher der Biosgehalt der Hefe 


ist, um so. steiler ist 
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Hefeaussaat 
Abb. 5. 


der Verlauf der entsprechenden Kurve. 
Begrenzt wird die Kurvenschar von der 45°- 
Linie, die jenen Zustand der Hefe kenn- 
zeichnet, bei dem vielleicht noch Géarung, 
aber keine Vermehrung mehr stattfindet, weil 
die zur Vermehrung nétige Konzentration 
an Eigenbios nicht erreicht ist. 

Wie sich aus einer Reihe von Be- 
stimmungen ergab, liegen die trotz gleicher 
Hefebehandlungen erhaltenen Werte fiir den 
Biosgehalt der Testhefen auf Geraden, die 
um die durch den Ursprung und den 


3 


Punkt | 3 gekennzeichnete Gerade streuen 
st 


\6 
(Normalblindwertvermehrung). Eine grobBe 
Anzahl von Wuchsstoffbestimmungen zeigte 
nun, daB die Differenz zwischen Normalblind- 
wertvermehrung und der tatsichlich ge- 
messenen Blindwertvermehrung additiv in 
die mit Bioszusatz gemessene Vermehrung 
eingeht. 

Theoretisch stellt demnach das durch 
den Eigenbiosgehalt der Hefe hervorgerufene 
Wachstum eine von der durch den Biosge- 
halt des Extraktes unabhingige Wachstums- 
erscheinung dar; daraus folgt, daB das Bios 
der Hefe entweder anderer Natur ist als jenes 
im Extrakt oder wahrscheinlicher, da in 
der Hefe eine besonders aktivierte Form des 
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Extraktbios vorliegt. Dieser Verschiedenheit entsprechend, erscheinen 
das Bios der Hefe und jenes des Extraktes auch gesondert in der For- 
mel (I), die den Nielsen-Faktor umschreibt. 

Fiir die praktische Durchfiihrung exakter Wuchsstoffbestimmungen 
ergibt sich, daB die Differenz zwischen der gefundenen Blindwert- 
verminderung und der Normalblindwertvermehrung von der mit Bios- 
zusatz gefundenen Hefeernte abgezogen bzw. addiert werden mub, 
um den Wert zu erhalten, der einem stets gleichen Biosgehalt der Test- 
hefe entspricht. 

Die unter Beriicksichtigung der Abhangigkeit des Nielsen-Faktors 
von der Hefeaussaat und dem Biosgehalt der Testhefe vorzunehmenden 
Korrekturen zur Erlangung gleichwertiger Wuchsstoffwerte gestalten 
sich also folgendermaBen : 

Beispiel: 

Blindwertaussaat 3,6% 
Blindwerternte ..... ree « 106% 
Normalblindwertvermehrung bei 3,6°, Aussaat 7,0% 

Differenz zwischen Blindwerternte und Normalblindwertver- 
mehrung . ‘ 3,6% 
Versuch mit Bioszusatz: Aussaat 3,6% 
Ernte 41,5% 
Korrigiert auf Normalblindwertvermehrung bei 3,6°, Aussaat 37,9, 

37,9 


fy = Faktor bei 3,6°% Hefeaussaat = = = 5,4. 
éy 


Korrektur auf Normalfaktor bei 3,0 °, Hefeaussaat nach Glei- 
chung (III): 


fy = fe + tg « (3,6 — 3,0): 
= §4+12.06 =54+0,7 = 6,1. 
Diesem Faktor entspricht ein unkorrigierter Faktor nach Nielsen 
von 3,9. 

Ahnliche Differenzen zwischen dem korrigierten und dem nicht 
korrigierten Faktor nach Nielsen, wie im vorliegenden Falle, wurden 
bei fast allen von uns durchgefiihrten Versuchen festgestellt. Es zeigte 
sich dabei, daB die korrigierten Faktoren von Parallelversuchsreihen 
nur sehr wenig um ihren Mittelwert schwanken im Gegensatz zu den 
unkorrigierten Wuchsstoffaktoren. Fir vergleichbare Wuchsstoff- 
messungen ist daher unerlaBlich, die allerdings etwas zeitraubenden 
Korrekturen vorzunehmen. Uber die zur Korrektur des Nielsen-Faktors 
notwendigen Erkenntnisse hinaus ergibt sich aus der Abhangigkeit 
des Wachstums von Hefen mit verschiedenem Biosgehalt im absolut 
biosfreien Nahrmedium von Hefemengenaussaat eine Méglichkeit zur 
direkten und einfachen Bestimmung des Biosgehalts von Hefen. 

Bisher wurde dieselbe lediglich durch Zusatz eines Autolysats der 
auf Bios zu untersuchenden Hefe zu nach Nielsen gezogener biosarmer 
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Testhefe bestimmt. Es liegt auf der Hand, daB dieser Weg recht febler- 
haft und langwierig ist. 

Auf Grund der im Verlauf dieser Arbeit erkannten Gesetzmabig- 
keiten der Bioswirksamkeit ergibt sich ein direktes MaB fiir den Bios- 
gehalt der Hefen aus der Steigung der bei verschiedenen Aussaatmengen 
in biosfreier Nahrlésung erhaltenen Hefeernten gegeniiber der Abszisse. 
Zweckmabig arbeitet man mit Hefeeinwagen, die 2, 4, 6% Absorption 
entsprechen. Da.die Abhangigkeit der Hefeernten nicht direkt pro- 
portional der Hefeaussaat lauft (Abb. 5), wird als MaB fiir den Bios- 
gehalt der betreffenden Hefe zweckmaBig diejenige Steigung gewahlt, 
die die gefundene Kurve bei 3°% Hefeaussaat zeigt. 

Mit Hilfe dieser Methode haben wir eingehende Untersuchungen 
der Veranderungen des Biosgehalts von verschiedenen Hefen wahrend 
Garung, Lagerung usw. in Angriff genommen. 


Zusammenfassung. 


Aus Reihenversuchen, in denen die Abhangigkeit des Wuchsstoff- 
faktors nach Nielsen vom Biosgehalt des Nahrmediums, demjenigen der 
Hefen und von den Hefeaussaatmengen untersucht wurde, geht hervor, 


daB der Wuchsstoffaktor f der hyperbolischen Funktion / = H + | 
+e 


entspricht, worin K = Biosgehalt des Nahrmediums, ¢ = Biosgehalt 


der Hefe, H = Hefeaussaat ist. 

Die Diskussion dieser gesetzmaBigen Beziehungen in der Bios- 
wirksamkeit fiihrte zu der Annahme, daB der Wuchsstoff der Hefe 
eine andere, wahrscheinlich aktivierte Form des Wuchsstoffs der Nahr- 
lésung darstellt. 

Mit Hilfe dieser Beziehungen wurde eine Methode zur Korrektur 
des Nielsen-Faktors ausgearbeitet, die zu reproduzierbaren Werten fiir 
den Wuchsstoffgehalt von Extrakten unabhangig von dem wechselnden 
Biosgehalt der Testhefen und von der Hefeaussaatmenge innerhalb 
eines bestimmten Arbeitsbereiches fiihrt. SchlieBlich wurde gezeigt, 
daB die Abhangigkeit der Bioswirkung von der Hefeaussaatmenge in 
einfacher Weise eine direkte Bestimmung des Wuchsstoffgehalts von 
Hefen erméglicht. 
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Der Harnquotient 
von Haifischen und Seeschildkréten im Hunger’. 
Von 
Manfred Liidicke, 


(Aus dem Zoologischen Institut der Universitat Heidelberg und der 
Zoologischen Station in Neapel.) 
(Eingegangen am 1, Juni 1938.) 


Mit 3 Abbildungen im Text. 


Der Harnquotient N/O stellt das Verhaltnis zwischen dem im 
Harn enthaltenen Stickstoff und der Menge Sauerstoff dar, die nétig ist, 
um die harnfahigen Substanzen vollstandig zu oxydieren. Er gibt uns 
also AufschluB iiber den Oxydationsgrad des Harns. Untersuchungen 
von Bickel und Gerez (4,5) am Hunde und eigene (20) an Landschildkréten 
und Igeln haben gezeigt, daB der Harnquotient und damit der Oxydations- 
grad des Harns einen ganz bestimmten Verlauf wahrend des Hungers 
(nicht wahrend des Durstes) beschreibt. Der Oxydationsgrad des Harns 
ist demnach wahrend der Zeit des absoluten Hungers verschieden. 
Der Harnquotient N /O zeigt bei Landschildkréten wahrend der Hunger- 
periode zunachst einen allmahlichen Anstieg, um dann nach Erreichung 
des Kulminationspunktes, der zwischen 2 und 3 liegt, mehr oder weniger 
steil wieder abzufallen. Beim Igel und beim Hunde beobachten wir zum 
Unterschied von den Landschildkréten beim Beginn der Hunger- 
periode einen sofortigen Abfall des Harnquotienten und danach wieder 
einen Anstieg. Das gleiche konnte Schimizu (23) fiir das Verhaltnis 
von Harnstickstoff zu Harnkohlenstoff beim Hunde feststellen. Jedoch 
fand /zwmi Kanai (15) an Ratten fiir die Harnquotienten N/C und N/O 
ohne vorhergehenden Abfall sofort ein Ansteigen. Er erklart dieses 
scheinbar gegensitzliche Verhalten mit der auBerordentlichen Stoff- 
wechselintensitat der Ratte. Das Stadium des Abfalles kommt bei der 
tageweisen Untersuchung gar nicht zum Ausdruck, weil es zu rasch in 
das Stadium des Anstiegs tibergeht. Wenn also unter dieser Voraus- 
setzung kein grundsatzlicher Unterschied zwischen dem Verhalten des 
Harnquotienten im absoluten Hunger bei Igel, Hund und Ratte besteht, 
so bleibt das gegensaitzliche Verhalten dieser Tiere im Vergleich mit 
den Landschildkréten bestehen. Dieser Unterschied im Verlauf des 
Harnquotienten kann einerseits in dem Gegensatz zwischen Kalt- 


1 Die Arbeit wurde mit dem Askenasy-Stipendium der Universitat 
Heidelberg und einer Beihilfe der Heidelberger Akademie der Wissen- 
schaften durchgefiihrt. Ich méchte beiden Institutionen an dieser Stelle 
bestens danken. 
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bliiter und Warmbliiter begriindet sein, in dem namlich der Hunger 
dem Warmbliiter viel mehr schadet als dem Kaltbliiter. Andererseits 
aber besteht die Méglichkeit, daB hier Unterschiede, die durch ver- 
schiedene Ernaihrungsweise bedingt sein kénnen, eine Rolle spielen. 
Es war daher von Interesse, die Lage des Harnquotienten wahrend der 
Hungerperiode bei anderen Kaltbliitern, und zwar nicht bei Pflanzen- 
fressern, sondern bei Fleischfressern zu untersuchen. 

Ich machte diese Bestimmungen an hungernden Haifischen [Catulus 
stellaris L., Scylliorhinus (Scyllium) canicula L.] und Seeschildkréten 
[Caretta (Thalassochelys) caretta L.] waihrend der Monate Marz und 
April dieses Jahres an der Zoologischen Station in Neapel. Desgleichen 
bestimmte ich mehrere Harnquotienten 
von Lophius piscatorius L., der zufallig 
zur Verfiigung stand. 

Zur Gewinnung des Harns ist eine 
Methode von Burian (8) ausgearbeitet wor- 
den, die eine Verbesserung der Herterschen 
(13) darstellt. Altere Methoden von Bot- 
tazzi (6), Baglioni (1) und Denis (10) mégen 
hier nur erwahnt werden. Nach Burian 
wird beim Haifischweibchen eine aus Elfen- 
bein gefertigte Kaniile in den Sinus urinalis 
eingefiihrt und diese auBen an der Haihaut be- 
festigt. Die Elfenbeinkaniile wird dann durch 
einen Gummischlauch mit einem Glasrezipienten, der mittels Kork auf der 
Wasseroberflache schwimmt und ein Bunsensches Ventil besitzt, verbunden. 
Bei der Anwendung der Methode in meinen Versuchen stellten sich aber sehr 
bald folgende Mangel heraus. Die standige Verankerung der Kaniile an dem 
Sinus urinalis verursacht eine Reizung der Schleimhaut desselben, zumal diese 
Haifische nur tagsiiber verhaltnismaBig ruhig liegen und nachts fast standig 
umherschwimmen. Da die Befestigung der Elfenbeinkaniile an der Haihaut 
ziemlich starr ist, werden die schlangelnden Schwimmbewegungen des 
Fisches auf die Kaniile iibertragen. AuBerdem ist nach Burian (8) selbst 
die Harnmenge, die man von einem Hai der Art Catulus stellaris (Scyllium 
catulus) erhalten kann, sehr gering (6 bis 8 eem taglich bei einem Tier von 
etwa 75cm Lange). Wegen des toten Raumes in der Kaniile und dem 
Gummischlauch braucht zudem der Harn jeweils immer eine bestimmte 
Zeit, um iiberhaupt im Rezipienten aufgefangen werden zu kénnen. Der 
Harn kann aber in der Zeit, die er fiir das DurchflieBen des Gummischlauches 
braucht, schon Veranderungen unterliegen und fiir die Bestimmung des 
Harnquotienten unbrauchbar werden. Dies war der Hauptgrund, der 
mich veranlaBte, eine neue Methode auszuarbeiten. 

Zum Auffangen des Harns benutzte ich eine Glaskaniile, wie sie in 
Abb. 1 wiedergegeben ist. Sie besteht im wesentlichen aus drei Teilen: 





Abb. 1. Glaskaniile zum Auffangen 
des Haiharnes. 


a) Der eigentlichen Kaniile, b) dem Sammelballon, c) dem Ansatzstiick. 

Die Kaniile hat an der Spitze einen auBeren Durchmesser von 1,4 mm. 
Die Offnung liegt schrag zur Achse der Kaniile. Ihre Spitze verbreitert 
sich dann sehr bald bis auf einen Durchmesser von 2 mm, der dann nach 
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einer Lange von 30 mm bis zu einem solechen von 5,7 mm anwiichst. Die 
Kaniile steht in einem Winkel von 145° nach oben. Der Sammelballon hat 
einen éuBeren Durchmesser von 20 mm und liegt in der Abbildung, die 
gleichzeitig die Lage wahrend der Harnentnahme darstellt, am tiefsten. 
Es kann so etwaige Luft iiber dem Harn, der sich in diesem Ballon sammelt, 
passieren, ohne Schaumbildung hervorzurufen. Das Ansatzstiick dient fiir 
einen Gummischlauch, der allein zum Ausblasen des Harns in das Analysen- 
gefaB bestimmt ist. Ein Saugen am Gummischlauch wahrend der Harn- 
entnahme ist auf jeden Fall zu vermeiden, da dadurch die Schleimhaut des 
Sinus urinalis stark gereizt wird. Die Harngewinnung verliuft folgender- 
maBen: 

Man bindet das Haiweibchen mit breiten Bandern oder Tiichern auf 
ein Brett, das in der Rumpfregion des Fisches einen Ausschnitt aufweist. 
Dadurch wird ein zu starker Druck auf das Versuchstier vermieden. Die 
Kiemen durchspiilt man mit einem in die Mundhéhile eingefiihrten Glasrohr. 
Dann zieht man die beiden Afterflossen auseinander, so daB der Kloaken- 
hohlraum frei liegt. Man sucht sich jetzt die Papille des Sinus urinalis 
und fiihrt die Kaniile vorsichtig und ohne jede Gewalt ein. Das Brett mit 
dem Hai wird am Kopfe des Tieres gehoben und in einen Winkel von 45° 
gestellt. Dadurch kommt das Auffanggefi® in die richtige Lage, so daB 
der Harn gut in den Sammelballon flieBen kann und etwaige Luft ohne 
Schaumbildung passieren liBbt. Man unterstiitzt die Harnentleerung durch 
leichtes seitliches Driicken in der Sinusgegend. Nach der Harnabgabe 
zieht man die Kaniile vorsichtig aus dem Sinus heraus und blast den Harn 
durch entsprechendes Neigen des AuffanggefaéBes in ein AnalysengefaB. 
Die erhaltene Harnmenge beliauft sich auf etwa 1,5 cem bei einem Hai von 
70cm Lange. Ich habe fiir meine Analysen etwa 2 cem benétigt und habe 
daher jeden Tag nur einmal von jedem Hai Harn entnommen. Der Harn 
wurde gesammelt, bis er zur Analyse ausreichte. Da die Haie am Ende der 
Versuchszeit mehr Harn lieferten, habe ich, obwohl die Harnmenge von 
einem Tage fiir die Analyse schon ausreichte, in den Kurvenbildern die 
Durchschnittswerte von Doppelanalysen angegeben. Sie sind durch ein 
besonderes Zeichen zu erkennen. Nach jeder Analyse wurde ein Ruhetag 
fiir die Haie eingeschoben. Ich habe vier Weibchen der Art Catulus stella- 
ris L. 40 Tage den Harn entnommen und konnte in keiner Weise eine 
Schadigung des Sinus urinalis feststellen, was durch Sektion nach Been- 
digung der Versuchsperiode bestatigt wurde. 

Die Harnabnahme bei den Seeschildkréten erfolgte durch ein an der 
Spitze etwas umgebogenes Glasrohr, das garnicht einmal immer in die 
Blase eingefiihrt zu werden brauchte. Die Tiere lassen den Harn némlich 
oft schon durch die Manipulation des Einfiihrens des Glasrohres in die 
Kloake. Giinstig erwies sich ebenfalls das Aufrichten des Tieres aus der 
Riickenlage. Ich erhielt auf diese Weise bis zu 26 cem von einer Schildkréte 
von 15400 g. 

Der Stickstoffgehalt wurde nach Ajeldahl und der dazugehérige Vakat- 
sauerstoff nach Kanitz (17) bestimmt. 


Der Harnquotient ist an diesen Tieren noch nicht bestimmt worden. 
Dagegen liegen einige Angaben iiber die im Harn von Haien und Seeschild- 
kréten enthaltenen Stoffe vor. Der Harn der beiden untersuchten Haiarten 
ist klar und von schwach gelber Farbe. Er reagiert gegen Lackmuspapier 
stets sauer. Die Angaben Herters (13), daB der Harn von Catulus stellaris 
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frei ist von Harnséure, konnte ich durch verschiedentlich ausgefiihrte 
Murexidproben bestatigen. Dagegen fand ich eine deutlich positive Probe 
auf Harnsiure bei dem Harnsediment einer hungernden groBen Caretta. 
Hervorzuheben ist noch, daB nach Baglioni (1, 2) bei Scyllium der Harnstoff- 
gehalt des Blutes héher ist als der des Harns. 


































Hungertag 


46. 


17. 
23. 


32. 
36. 
42. 
44. 
45. 


12,95 
12,00 
10,76 
11,45 
11,40 
13,46 
13,00 
13,16 
14,69 
13,84 


10,14 
10,99 
10,99 
11,10 
11,60 
11,70 
11,87 
16,00 
17,23 


11,65 
15,33 
13,00 
16,12 
14,08 
14,42 
12,08 
10,70 


10,99 
13,19 
18,05 
15,56 
10,22 

9,49 
10,16 
11,22 


17,87 


12,00 
7,05 





5,470 
4,940 
4,440 
4,200 
4,538 
5,268 
4,640 
4,433 
3.570 
3,955 


2,800 
3,023 
2.940 
2,939 
2,870 
8,068 
8,179 
3,950 
4,545 


2,374 
3,830 
3,291 
3,523 
3,980 
4,136 
4,273 
3,990 


5,350 
4,550 
3,980 
4,050 
4,040 
4,210 
4,084 
8,599 


5,920 
3,557 


1,955 





Cl, 


N,: O2 


Catulus stellaris 1. 


7.94 0,422 
12,50 0,412 
12,60 0,413 
11,92 0,367 
13,12 0,398 
10,76 0,391 
10,99 0,357 
13,98 0,336 
12,80 0,243 
14,12 0,286 

Catulus stellaris 2. 

2,545 0,276 
13,24 0,275 
16,29 0,268 
13,39 0,265 
13,50 0,247 
13,69 0,262 
13,55 .L 0,268 
9,965 0,247 
11,74 0,264 

Catulus stellaris 3. 
10,73 0,204 
11,62 0,250 
11,60 0,253 
11,90 0,219 
15,74 0,283 
14,05 0,287 
12,85 0,354 
11,79 0,373 


Catulus stellaris 4. 


10,83 
10,65 
11,88 
12,73 
14,58 
14,08 
12,41 
12,49 


6,912 
9,040 
11,970 


0,487 
0,345 
0,221 
0,260 
0,395 
0,444 
0,402 
0,321 
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Lophius piscatorius. 





Linge 


O» No Cly N2: Og Reaktion 
cm ~ 
1. Fieri ss 45 1,788 0,336 5,24 0,188 neutral 
aS a 40 1,941 0,672 7,45 0,346 = 
, ee 40 4,135 0,490 6,68 0,118 sd 


Die Untersuchung des Harnquotienten hatte ein auffallend ein- 
heitliches Ergebnis. Der Oxydationsgrad des Harns war iiber eine lange 
Zeit hin recht konstant (Abb. 2). Die Zeit dieses Konstanthaltens des 
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Abb. 2. Verlauf des Harnquotienten der Haie. 


Harnquotienten betragt fiir Hai Nr.1 28 Tage, fiir Hai Nr. 2 sogar 
mindestens 45 Tage, fiir Hai Nr. 3 etwa 31 Tage, fiir Hai Nr. 5 (Scyl- 
liorhinus canicula) 41 Tage. Letztere Art wurde friiher zu derselhen 
Gattung Scyllium gerechnet wie die ersteren. 


Nur bei Hai Nr. 4 konnte ich Schwankungen feststellen, die freilich 
nicht die GréBenordnung der Harnquotientanderungen der Landschild- 
kréten erreichten. Bei der Sektion dieses Tieres war eine Leberschadigung 
nachzuweisen. Die Leber war stark blau verfirbt; sie zeigte viel kleinere 
Vakuolen als die Leber von Hai Nr. 2. Auch die Zellkerne waren etwas 
kleiner. In dem caudalen Leberzipfel war eine Vakuolenbildung kaum 
noch zu erkennen. 


Vergleichen wir die Lage des Harnquotienten mit der bei Land- 
schildkréten, so zeigt sich, da auch hier der Harnquotient relativ 
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niedrig liegt. Wir finden also in der absoluten Anfangslage des Harn- 
quotienten zwischen den fleischfressenden Selachiern und den pflanzen- 
fressenden Landschildkréten keinen prinzipiellen Unterschied. . Der 
Gegensatz im Verhalten des Harnquotienten besteht aber darin, dab 
bei den Landschildkréten [vgl. Liidicke (20)| der Harnquotient nach 8, 
spatestens aber nach 12 Tagen zu steigen beginnt. Der Harnquotient 
aindert seine Lage auf den Nahrungsentzug bei den Landschildkréten 
viel schneller als bei den Haien. Es ist hierbei allerdings zu beachten, 
daB die Haifische in einem Seewasser von 13 bis 14° C gehalten wurden, 
wahrend die Temperatur bei den Landschildkrétenversuchen etwa bei 
20°C lag. Nach der von H. Jost (14) zitierten Kroghschen Reaktions- 
geschwindigkeit-Temperaturkurve fiir Wirbeltiere wiirde dieser Tem- 
peraturunterschied einer Herabsetzung des Stoffwechsels um nicht ganz 
die Halfte gleichkommen. Die Angaben fiir Landschildkréten beziehen 
sich auf Tiere von etwa 1000 g Gewicht, wahrend die Gewichte und 
Daten der Haie nach der Versuchsperiode folgende waren: 





4 bie “ Gewicht des 
Gewicht Liinge Eierstockes 


em 





gz ae 








sighed ce eh terete wee 1490 1,3 97 


Hi ‘a | No ge oo ne 1692 144 

‘s Pe See Hh cE 1257 67,5 33 

a me y pr ae eT eee peereny “ 1682 67,6 117 
Scylliorhinus canicula 5 .........4. 264 46,5 . 


Da der kleine Hai (Scylliorhinus) mit einem Gewicht von 264 ¢g 
und einer Lange von 46,5 em noch nach 41 Tagen einen niedrigen Harn- 
quotienten aufweist, scheint mir der GréBenunterschied der anderen 
Haie gegeniiber den Landschildkréten von 1000 g nicht so betrachtlich 
zu sein, um auch unter Beriicksichtigung des Temperaturunterschiedes 
diese lange Zeit der Konstanz des Oxydationsgrades des Harns wahrend 
der Hungerperiode klarzustellen. Ich habe deshalb Haie der gleichen Art 
und Gr6Be bei gleicher Temperatur auf ihre FreBlust beobachtet und konnte 
feststellen, daB die Tiere bei einer Wassertemperatur von 13,5° C taglich 
etwa zwei bis drei Sardinen von einer Linge von 11 cm fraBen. Eine 
Landschildkréte wiirde unter diesen Temperaturbedingungen tiberhaupt 
keine Nahrung zu sich nehmen. Auch das niachtliche, rege Umbher- 
schwimmen der Haie deutet ja auf die Unméglichkeit des Vergleichs 
der beiden Kaltbliiter hin. Untersuchungen S. W. Brittons (7) zufolge 
sollen Elasmobranchier im allgemeinen noch kaltefester als die Teleo- 
stomen sein. Sollte also eine Homologie des niedrigen Harnquotienten 
bei Beginn der Hungerperiode zwischen Haien und Landschildkréten 
bestehen, so miiBten erstere in ihrem intermediaren Stoffwechsel- 
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geschehen viel trager sein. Dies ist interessant, da der niedrige Harn- 
quotient einen ungiinstigen Oxydationsgrad des Harns darstellt. 


Betrachten wir den weiteren Verlauf des Harnquotienten nach dem 
Verlassen seines anfanglich konstanten Niveaus, so finden wir bei 
Hai Nr. 1 einen weiteren Abfall bis auf 0,264 am 45. Hungertag. Hai 
Nr. 3 zeigt dagegen einen Anstieg bis zum Werte 0,373 am 40. Tage, 
wahrend Hai Nr. 2 seine konstante Lage bis zum 45. Tage beibehielt. 
Ich tétete die Tiere sofort nach dem letzten Analysenwert und unter- 
suchte sie auf ihren Darminhalt. Die beiden Haie, bei denen ein Anstieg 
oder Abfall des Harnquotienten zu bemerken war, wiesen keine Nahrungs- 
reste in den letzten Falten des Spiraldarms auf. Hai Nr. 2 hatte 2,8 g 
griinlicher Nahrungsreste. Daf der Harnquotient von Hai Nr. | fallt, 
wahrend der von Hai Nr. 3 steigt, hat m. E. seinen Grund darin, daB 
die Anfangswerte des Harnquotienten von Hai Nr. 1 an und fiir sich 
hoch liegen, wahrend der Harnquotient von Hai Nr. 3 zu Beginn der 
Hungerperiode niedrig liegt. An Landschildkréten konnte ich ahnliche 
. Verhaltnisse beobachten. Auch zeigt Hai Nr. 5, sofern er hier als ver- 
wandte Art herangezogen werden darf, ebenfalls abfallende Werte von 
einem anfainglich héheren Harnquotienten. 

Bei der Betrachtung der Versuchsprotokolle fallt auf, daB die Chlor- 
ausscheidung erheblichen Verainderungen unterworfen sein kann. Dies tritt 
besonders deutlich bei Hai Nr. 2 in Erscheinung, obwohl dieser Hai gerade 
in bezug auf den Harnquotienten véllige Konstanz zeigt. Bei ihm ist der 
erste Chlorwert am dritten Hungertage 2,545 mg/cem. Die Chlorabscheidung 
steigt dann rapid an iiber 13,24 mg/cem auf 16,29 mg/ccem am 23. Hunger- 
tage. Danach finden wir am 28., 32., 36. und 42. Hungertage Chlorwerte, 
die wir fiir Haie als Durchschnittswerte wahrend des Hungers bezeichnen 
kénnen. Erst die beiden Werte am 44. und 45. Hungertage fallen mit den 
Werten fiir Stickstoff und Vakatsauerstoff ganz aus den iiblichen Rahmen 
heraus. Letztere lassen sogar auf schwere Stoffwechselstérungen schlieBen. 

Allgemein ist eine gewisse Tendenz iiber mehrere Tage hinaus im 
Verhalten der Stickstoff-, aber besonders der Vakatsauerstoffwerte 
unverkennbar. So bemerken wir bei Hai Nr. 2 ein standiges, gleich- 
maBiges Ansteigen der Vakatsauerstoffwerte bis zum 42. Hungertage. 
Nur kommt hier diese geringe Anderung in der Lage des Harnquotienten 
nicht zum Ausdruck. Sehr deutlich spiegeln sich dagegen die Vakat- 
sauerstoffwerte von Hai Nr. 4 in der Lage des Harnquotienten. Der 
Kurvenverlauf des Harnquotienten ist geradezu entgegengesetzt dem 
Verlauf des Vakatsauerstofis. Am 16. Hungertag ist der HQ.-Wert 
am niedrigsten und der O,-Wert am héchsten. Am 34. Hungertag ist 
umgekehrt der HQ.-Wert mit 0,444 sehr hoch und der entsprechende 
O,-Wert mit 9,49 mg/ccm am niedrigsten. Aber auch fiir die Stickstoff- 
werte sind solche Veranderungsbestrebungen iiber mehrere Tage hinaus 
deutlich bemerkbar. So finden wir z. B. bei Hai Nr. 1 vom 28. bis zum 
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44. Hungertage einen deutlichen, gleichmaBigen Abfall. Da der Vakat- 
sauerstoff schon nach dem 10. Hungertage die Tendenz hat anzusteigen, 
resultiert daraus das anfangs allmahliche und spater starkere Abfallen 
des Harnquotienten. 

Ich hatte ferner Gelegenheit, drei Exemplare von Lophius piscato- 
rius L. auf ihren Harnquotienten zu untersuchen (vgl. Versuchsproto- 
koll). Lophius piscatorius ist ein reiner Fleischfresser und alle drei 
untersuchten Tiere wiesen einen niedrigen Harnquotienten auf. Wir 
haben hiermit einen weiteren Beleg dafiir, daB sowohl Fleischfresser als 
auch Pflanzenfresser zu Beginn der Hungerperiode einen niedrigen 
Harnquotienten aufweisen kénnen. Die Harnmenge ist beim Lophius 
bedeutend gréBer. Es lassen sich daraus die im Vergleich zu den Haien 


Versuchsprotokolle von Caretta. 





Versuchstag 9 No Cl. v2: O; Reaktion Bemerkungen 


Caretta 1. 


8,39 31 3,315 0,157 sauer 
9,71 20 2,495 0,115 : 


Caretta 2. 


6,45 6,030 0,189 sauer 
7,33 1,790 - , 0,244 
9,08 2,100 0,723 0,231 ‘ 

10,75 1,107 0,723 0,103 Futterwert 


Caretta 3. 


11,03 1,680 = 0,152 
11,49 1,611 . 0,140 
14,15 2,295 _ 0,162 
14,31 2,058 1,264 0,144 
15,68 1,890 0.868 0,121 Futterwert 
18,18 1,849 0,509 0,102 
16,60 2,451 0,636 0,148 
12,67 1,792 0,108 0,141 


Caretta 4. 


14,28 2,520 _ 0,176 
20,37 3,180 1,627 0,156 
19,54 2,616 1,808 0,134 
15,52 2,643 y 0,170 
24,14 3,052 2,355 0,127 
16,70 2,494 3,430 0,149 


Caretta 5. 


8,06 1,230 1,263 0,153 sauer 
16,85 1,540 — 0,091 
11,74 1,119 _ 0,095 
16,62 1,973 0,830 0,119 
16,11 2,032 1,579 0,126 
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viel niedrigeren Werte fiir den Vakatsauerstoff- und Stickstoffgehalt 
erklaren, obwohl sie im Verhaltnis zu den Chlorwerten auch trotzdem 
noch unter den Absolutwerten pro cem der Haie liegen. Wir haben 
also nicht nur eine Verdiinnung des Harns vor uns. Der Harn war 
gegen Lackmuspapier neutral. 

Versuche an Seeschildkréten (Caretta caretta L.) erbrachten eben- 
falls den eindeutigen Beweis dafiir, da zwischen fleisch- und pflanzen- 
fressenden Schildkréten kein Unterschied beziiglich der Lage des Harn- 
quotienten wahrend des Hungerbeginns besteht. Wie wir aus den bei- 
gegebenen Kurvenbildern (Abb. 3) ersehen, liegen bei allen unter- 
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Versuchstage 
Abb. 3. Verlauf der Harnquotienten der Seeschildkriéten. 


suchten Schildkréten die Harnquotienten niedrig. Die Tiere wurden 
etwa 3 Wochen vor meiner Ankunft in Neapel gefangen und auf Hunger 
gesetzt. Daraus erklart sich, daB die Anfangswerte der Hungerperiode 
fehlen. Sowohl die beiden Werte von Schildkréte Nr. 1, die, da sie nur 
eine Zeit von 2 Tagen umschlieBen, allein im Versuchsprotokoll mit- 
geteilt sind, als auch die Harnquotientwerte von Schildkréte Nr. 3, 4, 5 
liegen unter 0,2. 


Schildkréte Nr. 4 erhielt seit dem 43. Hungertage — also vor Beginn 
der Harnuntersuchung — tiglich 25 g Fleisch. Es zeigt sich, da®8 auch hier 
wie bei den Landschildkréten kein Unterschied besteht zwischen den 
Futterwerten und den Hungerwerten des Harnquotienten. Als ich 
Schildkréte Nr. 3 von ihrem 56. Hungertage ab Rindfleisch gab, zeigte in 
Ubereinstimmung damit der Harnquotient bis zum 69. Versuchstage gleich- 
falls keine wesentliche Anderung. Nur Schildkréte Nr. 2, die das geringste 
Gewicht aufwies (3760 g), laBt in dem Verlauf ihres Harnquotienten einen 
schwachen Anstieg erkennen. Oben hatte ich erwahnt, da bei einer Land- 
schildkréte von 1000 g bei 20°C zu Anfang der Hungerperiode der Harn- 
quotient nach etwa 10 Tagen zu steigen beginnt. Da nach den beiden er- 
wahnten Fiitterungsversuchen der Harnquotient wahrend der Nahrungs- 
aufnahme ebenfalls niedrig ist, miissen wir auch hier fragen, ob eine Homo- 
logie in dem anfanglichen Verlauf des Harnquotienten wahrend des Beginns 
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der Hungerperiode zwischen Land- und Seeschildkréten besteht. Die 
Schildkréte Nr. 2 mit einem Gewicht von 3760 g hat nach der Oberflachen- 
formel O G's. 10 eine Oberflache von 2418 qem. Die Landschildkréte 
mit einem Gewicht von 1000 g hat eine soleche von 1000 qem. Die Stoff- 
wechseleinheiten der beiden Schildkréten wiirden sich demnach wie 2,418: 1 
verhalten. Da nun aber nach der Kroghschen RGT.-Kurve die Stoffwechsel- 
intensitaét bei 13,5° C im Vergleich zu 20°C etwa um die Halfte vermindert ist, 


2.10 
miiBte eine Seeschildkréte von 3760 ¢ bei 13,5°C 2418 > 8,27 Tage brauchen, 


wenn sie das gleiche Depot an Reservestoffen hatte wie die Schildkréte 
von 1000 g. Da wir aber annehmen diirfen, daB sich die Mengen der Reserve- 
stoffe der beiden Tiere wie ihre Gewichte verhalten, so errechnet sich fiir 
die Schildkréte von 3760 g die Zeit der Konstanz des niedrigen Harn- 
quotienten zu 8,27 . 3,76 = 31,1 Tage. Tatsachlich zeigt diese Schildkréte 
als leichteste von allen untersuchten Schildkréten einige Zeit spater ein 
schwaches Ansteigen ihres Harnquotienten. Wenn ferner eine Ahnlichkeit 
mit dem Harnquotientverlauf der Landschildkréten besteht, so muB 
dieser bei Fiitterung wieder fallen. Als das Tier am 60., 61. und 62. Versuchs- 
tage 25g Rindfleisch erhielt, lag der Harnquotient am 65. Versuchstage 
bedeutend niedriger, naimlich bei 0,103. Dieses Verhalten von Schildkréte 
Nr. 2 gleicht also vollkommen dem der Landschildkréten. Die Fleischgabe 
von je 25 g war durchaus geniigend, denn bei der Sektion des Tieres waren 
noch viel halbverdaute Fleischreste im Magen-Darmtraktus vorhanden. Das- 
selbe gilt auch fiir die groBen Seeschildkréten. Im Enddarm der hungernden 
Schildkréte Nr. 5 fanden sich nach 69 Hungertagen die Cellulosereste von 
drei Ascidienhauten. EF. Schdff (22) gibt fiir Testudo graeca als Zeit fiir die 
Ausscheidung von letzten Nahrungsresten 51 bis 58 Tage an. Diese Zeit 
war also hier noch iiberschritten worden. Auffallend war ferner das Vor- 
handensein einer groBen Menge schwach alkalischer, griinlicher Fliissigkeit 
(180 eem) im Magen dieses Tieres. Fiir diese Schildkréte mit einem Gewicht 
von 15400 g errechnen wir nach der oben genannten Formel eine Oberflache 
von 6190 qem, d.h. gegeniiber einer Landschildkréte von 1000 g eine 
Steigerung der Stoffwechselintensitét um das 6,19fache. Da die Tem- 
peratur von 13,5°C die doppelten Reaktionszeiten bewirkt, so errechnen 
15,4.2.10 

6,19 

49,8 Tage. Wir beobachten nach dem 51. Hungertage ein schwaches 
Ansteigen des Harnquotienten. Der Anstieg selbst ist nur gering, aber stetig. 


wir fiir die Zeit des Konstanthaltens des Harnquotienten 


Im Vergleich zu den Landschildkréten liegen die Werte des Vakat- 
sauerstoffs waihrend des Hungers im allgemeinen héher, wihrend der 
Stickstoff kaum einen Unterschied erkennen lat. Auffallend ist ferner, 
daB auch bei den Seeschildkréten wie bei den Landschildkréten die 
Chlorabscheidung relativ gering ist. Die Reaktion des Harns war wie 
bei den Haifischen stets sauer. 


Zusammenfassung. 
Es wird eine Methode der Harngewinnung aus dem Sinus urinalis 
weiblicher Haie angegeben und die Unzulanglichkeit der Burianschen 
Methode besprochen. 
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Der Harnquotient liegt bei den Haien als Fleischfressern in seinen 
Werten bei Beginn der Hungerperiode ebenso niedrig wie bei den Land- 
schildkréten als Pflanzenfressern. Er bleibt bei 13,5°C bis zu 45 Tagen 
konstant. 

Bei Seeschildkréten halt der Harnquotient wahrend der Fiitterung 
und nach 51 Tagen Hunger ein gleiches niedriges Niveau wie beim 
Beginn der Hungerperiode herbivorer Schildkréten. Danach laBt sich 
ein schwaches Ansteigen des Harnquotienten bemerken, das aber nicht 
wesentlich die Anfangswerte iibersteigt. 

Der Chlorgehalt des Harns ist, ahnlich wie bei den Landschild- 
kréten, niedrig, im Gegensatz zu den Haifischen. Die Reaktion des 
Harns ist stets sauer. 

Auch bei Lophius piscatorius L. (Fleischfresser) ist der Harn- 
quotient niedrig. 

Die Méglichkeit eines Vergleichs mit dem Verhalten des Harn- 
quotienten der Landschildkréten wird diskutiert. 
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Zur Zubereitung der Nahrung 
und deren ernihrungsphysiologischen Bedeutung. 
IV. Mitteilung: 
Untersuchungen tiber die Vorginge bei der Kuppelung des Histidins und 
Histamins mit Diazoniumsalzen. 
Von 


W. Diemair und H. Fox. 


(Aus dem Universitats-Institut fiir Nahrungsmittelechemie in Frankfurt a. M. 
und der Deutschen Forschungsanstalt fiir Lebensmittelchemie in Miinchen.) 
(Eingegangen am 10, Juni 1938.) 

Mit 9 Abbildungen im Text. 


Bei der Erérterung der Frage, inwieweit Histidin und Histamin 
mit der Paulyschen Diazoreaktion! auch in der abgednderten Form? 
nachweisbar und bestimmbar sind, ist es wichtig, die chemischen Vor- 
ginge bei der Kuppelung des Histidins und Histamins mit Diazonium- 
salzen kennenzulernen und den Einflu8 der Konzentration und des 
aktuellen Sauregrades der Lésung zu verfolgen. Dariiber hinaus inter- 
essiert auch der chemische Aufbau der entstandenen Kuppelungs- 
produkte, insbesondere auch die Frage, op diese einen einheitlichen Stoff 
oder ein Gemenge nebeneinander im gleichen Reaktionsablauf auf- 
tretender, verschiedener Farbstoffe darstellen. Eine Aufklarung nach 
dieser Richtung ist insbesondere auch im Hinblick auf eine einwandfreie 
Ausgestaltung der Versuchsmethode wiinschenswert. Hat doch schon das 
Ergebnis der Modellversuche mit reinen Histidinlésungen ergeben, dab 
bisweilen Farbtonunterschiede selbst bei Einhaltung gleichmaBiger 
Versuchsbedingungen auftreten kénnen, welche die Annahme der 
Bildung mehrerer Azofarbstoffe nebeneinander in ein und demselben 
Reaktionsgang nahelegten. 

Diese Vorstellung wird durch die Annahme einer Kuppelung am 
Imidazolkern des Histidins begriindet, wobei aber gleichzeitig eine 
Beteiligung des Alaninrestes an der Reaktion nicht ausgeschlossen zu 
sein scheint. (Zu einer solchen, zunaichst hypothetischen Vorstellung 
veranlaBt die bekannte Reaktionsweise des reinen Imidazols unter den 
gleichen Bedingungen.) 

Nach F.. Rung und M. Behrend® entsteht bei der Kuppelung von Diazo- 
benzolechlorid mit Imidazol in alkalischer Lésung eine in roten Nadeln 


1 H. Pauly, Zeitschr. f. physiol. Chem. 42, 508, 1904. — * B. Bleyer, 
W. Diemair, F. Fischler u. K. Téufel, diese Zeitschr. 292, 301, 1937. 
3 F. Rung u. M. Behrend, Liebigs Ann. 271, 28, 1892. 














Zur Zubereitung der Nahrung usw. IV. 39 


kristallisierende Imidazol-Azoverbindung. Die Reaktion geht auch am 
substituierten Imidazol, nicht aber am N-substituierten Methylimidazol. 

Die Arbeiten von R. Burian'! regten die Frage an, ob es sich bei der 
Kuppelung von Imidazol mit Diazoniumsalzen um Diazoamido-Verbindungen 
oder um echte Azokérper handeit. Burian stellte N-Diazobenzolsulfosaure- 
Imidazol (C,H,N) N-N-NC,H,SO,H durch Kuppelung des entsprechenden 
Diazoniumsalzes mit Imidazol in alkalischer Lésung dar und fiihrte weiterhin 
die Kuppelung mit Methylimidazol, 4, 5-Dicarbonsiuren des Imidazols 
und anderen substituierten Derivaten aus. Er sprach die dabei entstehenden 
Stoffe als Diazoamido-Verbindungen an, da sie sich durch Unbestandigkeit 
gegeniiber Saéuren auszeichneten. 

H. Pauly?, der die Diazoreaktion auch am Histidin verfolgte, vertrat 
die Ansicht, daB hier C-Azo-Verbindungen, also echte Azokérper, vorliegen 
und vermutete, da® die Reaktion zundchst an der Imidgruppe des Imidazols 
einsetzt und da®B die Azogruppe dann zu einer CH-Gruppe unter gleich- 
zeitiger Verschiebung von Wasserstoff abwandert und so den echten C-Azo- 
kérper bildet. Diese Méglichkeit ist insofern gegeben, als das Imidazol 
solange die Diazoreaktion gibt, als seine NH-Gruppe intakt ist; wird diese 
aber substituiert, z. B. wie im N-Methylhistidin, so tritt keine Kuppelung 
mehr ein. H. Pauly dachte auch an eine Kuppelung mehrerer Stellen des 
Imidazolkerns, die er wie folgt formulierte: 


0—0-——CH-—CH,. .N=N.C,H,AsO3H, 
OH NH, 
Ny /NH 


N 
N .C,H, AsO, Hg 


R.G. Fargher und Fr. L. Pyman* bestiatigten die Tatsache einer mehr- 
fachen Kuppelung am Imidazol, indem sie z. B. bei der Kuppelung von 
Diazobenzolchlorid mit Imidazol einen Mono-Azokérper: 2-Benzolazo- 
imidazol, und einen Tri-Azokérper: 2, 4, 5-Triazobenzolimidazol, isolierten. 
Die Ausdehnung ihrer Versuche auf substituierte Imidazole ergab ahnliche 
Verhaltnisse, wie sie schon von F. Rung und M. Behrend und von R. Burian 
aufgezeigt wurden, so da® sich die Ergebnisse dieser Untersuchungen wie 
folgt zusammenfassen lassen: 

1. Imidazole kuppeln nur dann, wenn eine freie Iminogruppe vor- 
handen ist. 

2. Arylazoverbindungen des Imidazols sind C-Azoverbindungen. 

3. Es entstehen nebeneinander Mono- bis Triazoverbindungen, die sich 
voneinander durch ihre Basizitaét unterscheiden. 

Nach diesen Befunden beim /midazol erhob sich nun die Frage, 
wie sich das Histidin, eine -Imidazolyl-x-aminopropionsaure, ver- 
halten wiirde. 


1 R. Burian, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 37, 669, 1904. — ? H. Pauly, 
Zeitschr. f. physiol. Chem. 44, 159, 1904; 94, 284, 1915. —- ° R. @. Fargher 
u. Fr. L. Pyman, J. Chem. Soc. London 115, 236, 1919. 
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Wenn die Azoreaktion am Histidin nach der gleichen Richtung wie 
diejenige am IJmidazol und seinen einfachen Abkémmlingen verlauft, 
dann kénnen bei der Kuppelung des Histidins ebenfalls mehrere Azo- 
kérper nebeneinander entstehen, welche wiederum je nach der Menge 
des Diazoniumsalzes und bei verschiedenen Sauregraden ihrer Menge 
nach verschieden sein kénnen. 
0=C—CH-CH, . .N=N.R 0=C—CH-CH,.———.N=N.R 

OH NH, ash OH NH, | 

Ny /NH N.. sNH 
N 
N.R 

Ferner kann die Bildungsgeschwindigkeit des Mono-Azok6rpers 
von derjenigen des Bis-Azokérpers verschieden sein. 

Die Versuche, das durch die Kuppelung entstandene Azofarbstoff- 
gemisch zu trennen und nach Moglichkeit die einzelnen Verbindungen 
rein und kristallinisch zu erhalten, scheiterten an der starken Ver- 
unreinigung mit Nebenprodukten. - 

Um bei jedem Versuch Anhaltspunkte tiber die einzelnen Reaktions- 
produkte zu erhalten, wurde die chromatographische Adsorptionsanalyse 
herangezogen und die Chromatogramme miteinander verglichen. Von 
allen Adsorptionsmitteln hatte sich Aluminiumoxyd _,,standardisiert‘ 
nach Brockmann! am besten bewahrt. . 

Da die Farbstoffe sehr fest am Adsorptionsmittel haften, bereitete 
die Entwicklung der einzelnen Schichten groBe Schwierigkeiten. 

Der Vergleich der einzelnen Versuche bestitigte die Vermutung 
iiber die Abhangigkeit der Kuppelungsgeschwindigkeit und -art vom 
aktuellen Saéuregrad der Reaktionslésung. Geht die Reaktion in stark 
alkalischer Lésung vor sich, dann entstehen viele Produkte, die im 
Chromatogramm in sieben Schichten zum Ausdruck kommen (Abb. 1). 
Dabei ist es gleichgiiltig, ob man mit Sodalésung oder Natronlauge 
alkalisiert; der Unterschied besteht nur darin, daB der Farbstoff in 
sodaalkalischer Lésung unléslich ist und daher schnell ausfallt, wahrend 
er in atzalkalischer Lésung sehr gut léslich ist; dabei tritt die Farb- 
stoffbildung erst nach Zusatz von Alkali ein. 

Ein Zusatz von Alkohol bis zu einer Gesamtkonzentration von 
50%, wirkt auf die Reaktion hemmend. Die Kuppelung geht nur 
sehr langsam zu Ende und die Ausbeuten sind schlecht. Steigert man 
die Alkoholkonzentration auf mehr als 50 °%%, so bleibt die Kuppelung aus. 

Bei den folgenden Versuchen in ganz schwach alkalischer Lésung 
verlauft die Kuppelung langsamer aber einheitlicher, wie aus dem 


1 EB. Merck, Darmstadt. 
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Chromatogramm hervorgeht, das deutlich nur zwei Farbstoffkompo- 
nenten erkennen lift (Abb. 5). 

Wesentlich fiir den Reaktionsablauf ist aber auch der Reinheitsgrad 
der Diazoniumsalzlésung. Ein Uberschu8 von nicht diazotiertem 
p-Nitroanilin stért die Reaktion ebenso sehr wie ein UberschuB von 
salpetriger Saure, da diese die aliphatische Aminogruppe des Alanin- 
restes angreifen kann. Um diese Nachteile zu vermeiden, wurde Natrium- 
p-nitrophenylantidiazotat zur Kuppelung verwendet. Das Chromato- 
gramm dieser Kuppelung zeigt in Ubereinstimmung mit dem Chromato- 
gramm in Abb. 5 iiber der roten Hauptschicht noch einen braunroten 
schmalen Adsorptionsstreifen, was auf die Bildung von Zersetzungs- 
produkten selbst unter den verbesserten Bedingungen des Versuchs 
schlieBen 1a8t (Abb. 6). 

Bemerkenswert fiir alle Adsorptionen ist das Auftreten einer gelben 
Schicht am untersten Ende der Adsorptionssiule. Diese Erscheinung 
erklart sich mit der Eigenart der Farbstoffe, das Aluminiumoxyd in 
stark verdiinnten Lésungen gelb anzufarben. 

Trotz dieser weitgehenden Vereinfachung der Kuppelungsreaktion 
lassen sich die Farbstoffkomponenten nicht so weit reinigen, dak sie 
chemisch einwandfrei identifiziert werden kénnten; bei der Isolierung 
der Farbstoffe erhalt man nur amorphe, meistens harzige Produkte. 

Der Farbton wechselt in den verschiedenen Lésungsmitteln, be- 
sonders in Lésungen verschieden starker Alkalitét; dieses Verhalten 
ist eigentiimlich fiir p-Nitrophenylazoverbindungen. 

2, 4-Dichlorphenyldiazoniumsalz kuppelt in schwach alkalischer 
Lésung (Bicarbonat) sehr iibersichtlich, wahrend in stérker alkalischer 
Lésung (Soda) mehr Nebenreaktionen auftreten (Abb. 7). 

Wie Histidin verhalt sich auch Histamin. Bei Anwendung derselben 
Versuchsbedingungen wie beim Histidin kann ein Farbstoff dargestellt 
werden, der auch aus mehreren Komponenten besteht. Die Trennung 
der einzelnen Farbstoffanteile ist mit organischen Lésungsmitteln nicht 
méglich (Abb. 8). 

Die Trennung der Farbstoffgemische ist durch Ausziehen der Roh- 
fallung mit 2,5 °,iger Salzsiiure méglich. Es kénnen bei einer Kuppelung 
zwischen Histidin und Benzoldiazoniumsalz in schwach alkalischer 
Lésung zwei Fraktionen gewonnen werden. Der Vergleich der Adsorp- 
tionsbilder des Rohproduktes und der Einzelfraktionen zeigt deutlich 
die Aufteilung des Farbstoffs in seine zwei verschiedenen Komponenten 
(Abb. 9). 

Die amorphen Verbindungen lassen sich nicht zur Kristallisation 
bringen. Sie fallen alle harzig oder in Schmieren aus ihren Lésungen aus. 


Beim langeren Stehenlassen an der Luft und beim Kochen werden sie 
zunehmend zersetzt. 
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Diese Eigenschaften sind wohl bedingt durch die freie Amino- und 
Carboxylgruppe im Histidinmolekiil; die amphotere Natur des Histidins 
auBert sich dabei in dem starken Wechsel der Farbténungen bei verschiedener 
Reaktion der wasserigen Lésungen und erschwert auBerdem die Bildung 
einheitlicher Stoffe. 

Die Versuche zeigen aber, dap der Histidin- und Histaminnachweis 
nur dann quantitativ und wiederholbar ist, wenn die Versuchsbedingungen 
bei der Kuppelung sehr genau eingehalten und alle stérenden Einfliisse 
sorgfdltigst vermieden werden. 

Die angegebene Verbesserung des Histidin- und Histaminnachweises 
gibt diesem die Genauigkeit, die fiir eine kolorimetrische Bestimmung 
ausreichend ist. Der Verlauf der Reaktion wird einfacher und die 
Moéglichkeit von Nebenreaktionen weitgehend vermieden, aber der 
tatsichliche Vorgang bei der Kuppelung und der chemische Charakter 
der entstandenen Produkte bleibt nach wie vor unaufgeklart. Die 
Frage, wo die Stelle, die den Reaktionsverlauf so sehr stért, im Histidin- 
und Histaminmolekiil zu suchen ist, konnte an Hand der durch die 
Chromatographie erhaltenen Reaktionsstoffe nicht befriedigend beant- 
wortet werden, da durch die Einhaltung konstanter Versuchsbedingungen 
die Nebenreaktionen wohl weitgehend hintangehalten, aber grund- 
sitzlich nicht ausgeschaltet werden kénnen. 


Beschreibung des Kuppelungsvorganges mit Hilfe der chromatographischen 
AdsorptionSanalyse. 
Kuppelung von p-Nitrophenyldiazoniumchlorid mit Histidinchlorhydrat in 
sodaalkalischer Lésung. 

1,5g p-Nitranilin werden in 10cem 5n Salzsiure unter Erwirmen 
gelést und die Lésung in 40 cem Eiswasser gegossen. Dann wird mit einer 
eisgekiihlten Lésung von 1,5 g Natriumnitrit in 10 cem Wasser diazotiert. 
Die schwach gelb gefarbte Diazoniumsalzlésung wird filtriert und bei 5° C 
tropfenweise zu einer Lésung von 1,5g Histidinchlorhydrat in 50 cem 
Wasser und 10cem 20°%ige Sodalésung gegossen. Der entstandene rot- 
braune Niederschlag setzt sich in 12 Stunden gut ab. Er wird abgesaugt, 
mit kaltem Wasser gewaschen und getrocknet. Der Niederschlag ist stark 
dunkel rotbraun. Ausbeute: 1,2 g. 

Der Farbstoff lést sich in Alkohol gut mit weinroter Farbe. Die 
Lésung laBt sich mit Petrolather fallen. In Aceton ist der Farbstoff 
mit weinroter Farbe aber nicht vollstandig léslich, 1a8t sich aber 
hieraus mit Petrolather nicht fallen. In Athylacetat und im Alkohol- 
aithergemisch lést er sich weniger gut. 

In Ather, Benzol und Chloroform ist er unléslich, besonders gut 
léslich ist er in Wasser, dem einige Tropfen Natronlauge zugesetzt 
werden. Es tritt dabei groBe Farbvertiefung ein. 

Bei der fraktionierten Fallung mit Petrolither aus Alkohol ent- 
stehen nur amorphe Produkte, die sich auch aus anderen Lésungsmitteln 
nicht kristallinisch gewinnen lassen. 
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Aus seiner wasserigen Lésung laBt sich der Farbstoff mit Salzsiure 
ausfallen. Diese Eigenschaft wird zur Reinigung benutzt. 

Zu diesem Zwecke wird der wiederholt mit Petrolather aus Alkohol 
gefallte Niederschlag in Wasser gelést, wobei etwas Natronlauge zuzusetzen 
ist. Jetzt wird tropfenweise mit 5 n Salzsiure bis zur Aufhellung des Farb- 
tons gefallt. Die flockige, im Farbton hellere Fallung verhalt sich in ihrer 
Léslichkeit in organischen Lésungsmitteln wie der urspriingliche Farbstoff, 
in reinem Wasser lést sie sich nicht, wohl aber in Alkali- 








lauge unter Farbvertiefung. ‘ae 
Beim Kochen in 5n Salzsiure geht der Farbstoff in & wes 
prates aee einheitliches Chlorhydrat 1aBt sich aber nicht otra 
| Ofi/ich 
Adsorption. 200 mg des Farbstoffs werden in Alkohol | violet 
gelést und die Lésung an Aluminiumoxyd, standardisiert BY) 
nach Brockmann!, adsorbiert. Der Durchmesser der 
Schicht? ist 1 em und die Héhe 10cm. Die Farbstofflésung zimnoberror 
filtriert, wenn man an eine schwachlaufende Wasser- 
strahlpumpe anschlieBt, gut und gibt nach der Entwick- oo 
lung mit Alkohol, dem 5° Methylalkohol zugesetzt sind, anariengeld 
ein gutes iibersichtliches Chromatogramm (Abb. 1). Das Siciial 
Filtrat lauft gelb gefarbt ab. Abb. 1. 


Kuppelung von p-Nitrophenyldiazoniumchlorid mit Histidinchlorhydrat in 
dtzalkalischer Lésung. 

3 g Histidinchlorhydrat werden — wie beschrieben — mit p-Nitrophenyl- 
diazoniumchlorid gekuppelt. Die Lésung wird aber statt mit Soda mit 
10cem 5n Kalilauge versetzt. Nach Zusatz von Kochsalz scheidet sich 
nach 24stiindigem Stehen im Eisschrank ein dunkelbrauner Farbstoff aus. 
Ausbeute nach dem Trocknen 2 g. 

Dieser Farbstoff verhalt sich in seiner Léslichkeit wie der vorstehend 
beschriebene. 

Adsorption. 1g des Farbstoffs wird in Alkohol, dem 5% Aceton 
zugesetzt sind, gelést, dazu sind 100cecm nétig. Diese Lésung wird sodann 
in der beschriebenen Weise an Aluminiumoxyd adsorbiert. Das Chromato- 
gramm wird mit Alkohol, dem 5% Methylalkohol zugesetzt sind, entwickelt. 

Die Anzahl, Farbe und Ausdehnung der Schichten stimmt mit der 
Adsorption im zuerst beschriebenen Versuch iiberein (Abb. 1). 

Elutionsversuche. Schicht 1 bis 3 lassen sich mit keinem Lésungsmittel 
eluieren; versucht werden Alkohol von 50 bis 99° mit einem jeweiligen 
Methylalkoholzusatz von 10 bis 50°, Aceton und Wasser, das mit Natron- 
lauge schwach alkalisch gemacht wird. Die Eluate sind wohl braun bis rot 
gefarbt, geben aber beim Einengen keine nennenswerten Riickstande; das 
Aluminiumoxyd halt den Farbstoff fest. Die blauliche Schicht 4 laBt sich 
mit 70°%igem Alkohol gut eluieren. Die Aufarbeitung des Eluats ergibt 
aber nur sehr wenig 6lig-schmieriges Produkt. Die violette Schicht 5 gibt, 
mit Alkohol (70%) eluiert, nur eine schwach rosarot gefarbte Lésung. Die 
zinnoberrote Schicht 6 laBt sich mit Alkohol: Ather (1:1) sehr leicht 
entwickeln. Das Eluat ist gelbrot und gibt nach dem Einengen eine hellrote 
Substanz, die an der Luft élig wird. Die gelbe Schicht 7 enthalt nur sehr 
wenig Farbstoff. 


1 FE. Merck, Darmstadt. — * Bei allen Versuchen wurden Adsorptions- 
roéhren in diesen AusmafBen verwendet. 
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Die intensiv gefarbten Adsorptionsschichten, die nicht entwickelt 
werden kénnen, scheinen also die Hauptmengen an Farbstoff zu ent- 
halten. Doch zeigen die Versuche, daB das Adsorptionsverfahren zur 
Reindarstellung der nebeneinander bei der Kuppelung entstandenen 
Farbstoffe ungeeignet ist, aber die Méglichkeit gibt, die Anzahl und 
die Menge der entstandenen Farbstoffe miteinander zu vergleichen. 


Gewinnung eines dtherléslichen Farbstoffanteiles. 
1g des Farbstoffs wird in 100 cem siedendem Wasser, dem 5 Tropfen 
Natronlauge zugesetzt sind, gelést und filtriert. Die dunkelbraune Lésung 
wird mit verdiinnter Salzséure vorsichtig bis zum Aufhellen des Farbtons 
versetzt. Nach dem Erkalten wird die wisserige Lésung 
— dreimal mit Ather ausgeschiittelt; die atherische Lésung 
Mawwiolet ist gelbrot. Schiittelt man eine Probe mit schwach alka- 
ew lisechem Wasser aus, so geht der Fabstoff kirschrot wieder 
in die wasserige Schicht; durch die Behandlung mit Salz- 
saure wird demnach ein Teil des Farbstoffgemisches 
aitherléslich. Um diesen Anteil zu bestimmen, wird die 
atherische Lésung, wie vorbeschrieben, an Aluminiumoxyd 
kanariergel ~=adsorbiert (Abb. 2). ~ 
Die Adsorptionsschicht la8t sich mit Ather unter 
Zusatz von 5% Methylalkohol gut entwickeln. Zur Priifung 
auf die Menge des adsorbierten Farbstoffes in den einzelnen 
Schichten wird jedes Eluat durch Tiipfelproben mit alka- 
— lisechem Wasser auf FlieSpapier untersucht. 
Abb. 2. Schicht 1 gibt eine sehr geringe Farbvertiefung bei 
der Tiipfelung. Schicht 2 gibt eine intensive kirschrote 
Farbung. Diese Elutionslésung gibt beim Einengen eine geringe Menge 
undeutlich kristallisierter Nadeln mit dem Schmelzpunkt 105°. Beim 
Umkristallisieren aus Aceton verschmiert die Substanz. Schicht 3 und 4 
geben bei der Tiipfelprobe keine deutlichen Farbreaktionen. 


Nach diesen Ergebnissen befindet sich nur in der ziegelroten 
Schicht 2 ein wesentlicher Teil des atherléslichen Farbstoffes. Im 
Vergleich zur Ausgangsmenge ist aber die Ausbeute so gering, weil die 
gréBere Farbstoffmenge in der wasserigen Schicht der atherischen 
Ausschiittelung verbleibt. Aus dieser Lésung fallt auch beim Stehen 
nach einigen Tagen ein dunkler Niederschlag aus, der abfiltriert, mit 
Wasser gewaschen und getrocknet wird. Der Niederschlag ist léslich 
in Alkohol, in Dioxan : Wasser (5:1), unléslich in Wasser und Aceton. 
Die Lésung im Dioxan-Wassergemisch gibt beim Einengen im Vakuum 
eine Fallung, die frei von anorganischen Bestandteilen ist; Kristalli- 
sationsversuche ergebnislos. 








Kuppelung von Histidinchlorhydrat mit p-Nitrophenyldiazoniumcehlorid. 
Es werden jedesmal 0,5 g Histidinchlorhydrat in wasseriger Lésung 
unter Kiihlung mit einer — wie beschrieben — bereiteten p-Nitropheny]- 
diazoniumchloridlésung gekuppelt; es tritt in beiden Fallen keine Farbstoff- 
bildung ein. 
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Wird dann aber tropfenweise Sodalésung zugegeben, so scheidet sich 
allmaéhlich ein rotbrauner Farbstoff aus. Wird jedoch tropfenweise ver- 
diinnte Natronlauge zugegeben, tritt sofort ein rotbrauner Farbstoff auf, 
der jedoch in Lésung bleibt; er laBt sich nur durch Zusatz von Kochsalz 
allmahlich zur Abscheidung bringen. 


Der Reaktionsverlauf in diesen beiden Versuchen wird durch 
Adsorption der alkoholischen Lésungen beider Farbstoffe unter den 
vorstehend beschriebenen Bedingungen verfolgt. Die Chromatogramme 
entsprechen in ihren Schichten der Abb. 1. 


Kuppelung von Histidinchlorhydrat mit p-Nitrophenyldiazoniumchlorid in 
alkoholischer Lésung. 


Eine Lésung von 1,5 g Histidin in 50°, igem Alkohol wird mit einer - 
wie beschrieben — zubereiteten p-Nitrophenyldiazoniumsalzlésung  ge- 
kuppelt. Die Lésung wird sofort kirschrot und scheidet nach langerem 
Stehen im Eisschrank einen roten Niederschlag 
ab. Dieser wird abgesaugt und solange mit \aiinhelbraun braun 
Wasser gewaschen, bis die Waschfliissigkeit farb- | geld bea V 
los ablauft. Dann wird getrocknet. Ausbeute georaun 
500 mg. 

F Der Farbstoff lést sich in Wasser kaum, rellbraun 
in Ather wenig mit gelber Farbe, maBig in 
Alkohol, in Aceton vollstandig mit braun- hanarisnge 
roter Farbe. 

300 mg werden mit Ather erschépfend 
extrahiert, die Atherlésung ist gelb. Der in rot 
Ather unlésliche Riickstand wird in Aceton ed — 
gelést und an Aluminiumoxyd adsorbiert Abb. 3. Abb. 4. 


(Abb. 3). 


Der atherische Auszug wird ebenfalls adsorbiert (Abb. 4). 














Lést man Histidin in 70 °%,igem Alkohol und kuppelt mit p-Nitro- 
phenyldiazoniumsalzlésung unter den angegebenen Bedingungen, so 
tritt keine nennenswerte Farbstoffbildung auf. 


Kuppelung von Histidinchlorhydrat mit p-Nitrophenyldiazoniumchlorid unter 
konstanten py- Bedingungen. 

0,25 g Histidinchlorhydrat werden in 25 ccm Wasser geldést, die 
Lésung mit 1 eem gesattigter Natriumcarbonatlésung versetzt und in Eis 
gekiihlt. Unterdessen werden 0,42 g p-Nitranilin in der Hitze in 2 cem 5n 
Salzséure gelést und die Lésung auf 10 eem Eiswasser gegossen. Dann wird 
mit einer Lésung von 0,25 g Natriumnitrit in 5cem Wasser diazotiert, 
wobei mit Jodkalistarkepapier das Ende der Reaktion gepriift wird. Die 
Diazoniumsalzlésung wird tropfenweise zu der Histidinsalzlésung unter 
Kiithlung zugegeben. Nach dem Zusatz wird eine Tiipfelprobe gegen einen 
Mischindikator !, dessen Umschlagsgebiet von Rot nach Blaugriin (pq = 4,6) 


1 Der Mischindikator besteht aus einer Mischung von 3 Teilen einer 
0,1 % igen athylalkoholischen Lésung von Bromkresolgriin und 1 Teil einer 
0,2 % igen aithylalkoholischen Lésung von Methylrot. 
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liegt, angesetzt. Es wird mit Zusatz von geringen Mengen Natriumbicarbonat 

das pu der Lésung so gehalten, da gerade der Umschlag nach Blaugriin 

erfolgt. Gleichzeitig wird der Kuppelungsvorgang mit alkalischer R-Salz- 

lésung ausgetiipfelt. Gegen Ende der Reaktion ist darauf zu achten, dai 

etwas Histidin im UberschuB vorhanden ist. Es soll damit erreicht werden, 

daB das Diazoniumsalz méglichst nur einmal am Histidin kuppelt. Die 

Reaktionslésung farbt sich unter diesen Bedingungen korallenrot. Mit der 

Zugabe von Diazoniumsalzlésung wird aufgehért, wenn 

ungefaihr die Halfte davon zugegeben ist. Die Tiipfelprobe 

aunkelrof mit R-Salzlésung bleibt bis zu diesem Zeitpunkt immer 

negativ, ein Zeichen, daB alles zugegebene Diazoniumsalz 

verbraucht wurde. Nach einiger Zeit scheidet sich ein rote 

Farbstoff ab, der nach dem Waschen mit Wasser und 

horddenrof = rach dem Trocknen rotbraun mit einem Stich ins Griine 
gefarbt ist. Ausbeute 15 mg. 

Die Verbindung lést sich in Alkohol maBig, in 

Ather kaum, in Wasser wenig nur beim Erwarmen, in 

Aceton sehr gut mit schwach roter Farbe und in Eis- 








bs essig sehr gut mit dunkelroter Farbe 


Adsorption. 10 mg werden aus einer Lésung von Alkohol : 
Aceton (1:1) unter den iiblichen Bedingungen adsorbiert 
(Abb. 5). 


Kuppelung von Histidinchlorhydrat mit Natrium-p-nitrophenylantidiazotat 
unter konstanten py- Bedingungen. 
In diesem Versuch wird nicht, das Diazoniumsalz aus p-Nitro- 


x 


anilin frisch bereitet, sondern sogen. Nitrosaminrot! verwendet. Es 
hat den Vorteil, daB es in reinem Zustande genau in der stéchiometrischen 
Menge zur Anwendung kommen kann und das Auf- 
treten von freier salpetriger Siure vermieden wird. 
Es werden 0,25 g Histidinchlorhydrat in 20 eem Wasser 
mit einer Lésung von 0,38g Nitrosaminrot gekuppelt. 
Das Antidiazotat wird in 10cem Wasser gelést und mit 
ziegelrot etwa 5n Salzsiure versetzt. Die ausgeschiedenen Flocken 
gehen nach kurzem Schiitteln in Lésung; nétigenfalls wird 
filtriert. Das pu der Reaktionslésung wird durch ge- 
legentlichen Zusatz von etwas Natriumbicarbonat auf py 
= 4,6 eingestellt, was mit dem Mischindikator zu kontrol- 
ged lieren ist. Das Ende der Reaktion wird durch Tiipfelproben 
mit alkalischer R-Salzlésung bestimmt. 
S Es bildet sich ein rétlicher Farbstoff, der sich nach 
einiger Zeit vollstandig ausscheidet, es wird filtriert, mit 
kaltem Wasser gewaschen und getrocknet. Ausbeute 150 mg. 
Die Farbe des Reaktionsproduktes ist rotgelb. Die Léslichkeits- 
verhaltnisse entsprechen denjenigen des Produktes des vorbeschriebenen 


— 


braunror 








Abb. 6. 


Versuchs. 
Adsorption. 100 mg Farbstoff werden in Alkohol : Aceton (1: 1) gelést 
und an Aluminiumoxyd adsorbiert (Abb. 6). 


1 L. Gattermann u. H. Wieland, Die Praxis des organischen Chemikers. 
Berlin 1933. 
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Atherextraktion. 100 mg des Farbstoffes werden mit Ather erschépfend 
ausgezogen. Die Atherlésung ist rein gelb. Demnach ist nur der gelbe Farb- 
stoffanteil in Lésung gegangen; der unlésliche Riickstand der Ather- 
extraktion ist braun. Die atherische Lésung wird vorsichtig eingeengt, 
dabei fallt ein gelblicher K6rper in geringer Menge aus. 

Der Riickstand der Atherextraktion — etwa 80 mg — wird wiederholt 
mit Alkohol: Aceton (1:1) aufgenommen und im Vakuum bei 25° bis zur 
Trockne eingeengt; dann wird in heiBem Aceton gelést. Nach dem Ab- 
kiihlen im evakuierten Exsikkator scheidet sich ein mikrokristallines Pulver 
ab, das bei 185° eindeutig unter Zersetzung schmilzt. Es ge- 
lingt aber nicht, die Substanz weiterhin zu reinigen oder in —\atbraun 
deutlichen Formen zur Kristallisation zu bringen. jp scrmactger 


Kuppelung von Histidinchlorhydrat mit dem Diazoniumsalz 
des 2, 4-Dichloranilins. 


1,6 g 2,4-Dichloranilin werden in 5cem 5n Salzsaéure 
unter Erwarmen gelést und die Lésung auf 12 ecem Eis- farélos 
wasser gegossen. Dann wird unter weiterer Kiihlung mit 
einer Lésung von 0,68 g Natriumnitrit in 3 ccm Wasser 
diazotiert. Von dieser Lésung werden 2cem langsam in 
eine mit wenig Natriumbicarbonat versetzte Lésung von 








0,25 g Histidinchlorhydrat in 20 cem Wasser gegeben. Da- = 
bei wird unter Kontrolle mit dem Mischindikator durch Abb. 7. 


geringe Zusitze von Natriumbicarbonat die Lésung auf 

pu = 4,6 eingestellt. Der Reaktionsverlauf wird mit R-Salztiipfelproben 
kontrolliert; die Kuppelung geht sehr langsam zu Ende. Der entstehende 
Farbstoff ist korallenrot und fallt nach 24stiindigem Stehenlassen im Eis- 
schrank aus. Das abfiltrierte und mit Wasser gewaschene Produkt wird 
beim Stehenlassen an der Luft dunkelrot, lést sich in Alkohol, Aceton 
und Eisessig mit roter Farbe, in Ather ist nur ein gelber Anteil léslich, 
wahrend der zuriickbleibende Anteil rot ist. Ausbeute 200 mg. 

Adsorption. 50 mg werden in 70% igem Alkohol gelést und an Alumi- 
niumoxyd adsorbiert (Abb. 7). 

Atherextraktion. 150 mg des Farbstoffes werden mit Ather erschépfend 
extrahiert. Der Riickstand ist nach dem Umfillen mit absolutem Alkohol 
zinnoberrot. Er lést sich in Aceton und 45°%,igem Alkohol schlecht. In 
Petrolather, Chloroform und Ather lést er sich iiberhaupt nicht, in Benzol, 
Alkohol, Eisessig und Nitrobenzol sehr gut. Der Schmelzpunkt liegt bei 
154° (unter Zersetzung). Feines, amorphes Pulver. 

Der Atherextrakt gibt beim Einengen ein feines Pulver; Schmelz- 
punkt 99°. In Wasser ganz unldéslich, in den meisten organischen Lésungs- 
mitteln ist es gut léslich; kristallisiert konnte keiner der beiden Kérper 
erhalten werden. 


Kuppelung von Histidinchlorhydrat mit dem Diazoniumsalz des 
2,4-Dichloranilins in sodaalkalischer Lésung. 


Arbeitsgang wie bereits beschrieben, aber in stark sodaalkalischer 
Lésung. Der entstehende Farbstoff ist weit dunkler als der in dem vorbeschrie- 
benen Versuch und bleibt in Lésung. Nach dem Aussalzen mit Kochsalz 
scheidet sich ein dunkelrot bis violett gefiirbter Kérper ab, der sich in Wasser 
sehr leicht mit dunkler Farbe, in Eisessig gut, in Alkohol maBig lést. Aus- 
beute 100 mg bei einem Versuchsansatz von 1 g. 
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Der Versuch, diesen Farbstoff — wie beschrieben — mit Ather aus- 
zuziehen, gelingt nicht so gut. Der Atherauszug ist heller in der Farbe und 
enthalt eine unverhaltnismaBig geringe Menge eines gelben Stoffes mit dem 
Schmelzpunkt von 100°, Der Riickstand ist rotbraun, lést sich nicht meh: 
in Wasser, aber gut in verdiinnten Alkalien. 


Mit den Farbstoffen aus den beiden letzten Versuchen werden noch 
mehrere Umfallungen aus Alkohol verschiedenster Konzentration vor 
genommen und die Anderung ihrer Reinheitsgrade durch Schmelzpunkts 
bestimmungen kontrolliert. Diese schwanken in Grenzen bis zu 10°, 


r) Kuppelung von Histamindihydrochlorid mit Natrium-p- 
Nitrophenylantidiazotat, 


0,33 g Histamindihydrochlorid werden in 10cem Wasse) 
gelést, 1 cem 5n Salzsaure zugesetzt und die Lésung in Eis 
gekiihlt. Inzwischen werden 0,56 g Natrium-p-nitropheny| 
antidiazotat in 10cem Wasser gelést, 3cem dn Salzsaéure 
zugesetzt und so lange unter Kiihlung geschiittelt, bis die 
entstandenen Flocken wieder in Lésung gegangen sind. 

sthwacye §=Diese Lésung wird sodann tropfenweise unter Kiihlung 

zur Histaminlésung gegeben und so lange Natrium- 

s bicarbonat zugesetzt, bis der Mischindikator bei der Tiipfel 

probe gerade noch blaugriin umschlagt. Das Ende de: 

Abb. 8. Reaktion wird mit alkalischer R-Salzlésung ausgetiipfelt. 

Nach vollendeter Reaktion scheidet sich ein Farbstoff in 

dunkelroten Flocken ab. Dieser wird abfiltriert, mit kaltem Wasser ge- 
waschen und getrocknet. Ausbeute 300 mg. 








Die Substanz verbrennt auf dem Platinblech vollstandig unter leichte: 
Verpuffung. Sie lést sich in Alkohol maBig, in Aceton gut, in Ather, Chloro- 
form, Benzol kaum, in Wasser nur auf Zusatz von Alkali unter Farb- 
vertiefung. 

Adsorption. 100 mg werden in einer Lésung von Alkohol : Aceton (1: 1) 
wie iiblich adsorbiert (Abb. 8). Das Filtrat lauft schwachgelb gefarbt ab. 


Der Farbstoff dieser Kuppelung kann atch nicht kristallisiert er- 
halten werden. Das Produkt schmilzt nach haufigem Umfillen aus 
Alkohol-Acetongemischen konstant bei 154°, ist aber amorph. 


Kuppelung zwischen Histidinchlorhydrat und Benzoldiazoniumchlorid in 
schwach lackmusalkalischer Lésung. 


1,4 g frisch destilliertes Anilin werden in 3,5 ccm konzentrierter Salz 
siure, die mit dem doppelten Volumen Wasser versetzt sind, in der Warme 
gelést und unter Eiskiihlung mit 1,1 g Natriumnitrit in 3,4ceem Wasse 
diazotiert. Dabei wird der Verlauf der Diazotierung mit Jodkalistarke- 
papier gepriift; die Diazoniumchloridlésung ist klar. Diese Lésung wird 
tropfenweise zu einer Lésung von 1 g Histidinchlorhydrat in 50 cem Wasser 
gegeben und gleichzeitig durch Zugabe von Sodalésung dafiir gesorgt, da! 
die Lésung immer lackmusalkalisch bleibt. Das Ende der Reaktion wird 
mit alkalischer R-Salzlésung festgestellt. Es fallt ein feinpulvriger tiefrote: 
Niedersehlag an, der nach 24stiindigem Stehen im Eisschrank abfiltrier' 
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und mit Wasser gewaschen wird. Ausbeute 0,8 g. Der Farbstoff wird zwei- 
mal mit absolutem Alkohol aufgenommen und im Vakuum bei 25° zur 
Trockne eingeengt. 

Der Farbstoff lést sich in Wasser selbst beim Erwairmen kaum, in 
Ather, Petrolather und Chloroform wenig, in Alkohol, Methylalkohol und 
Eisessig gut. 

Der Riickstand der Vakuumdestillation wird dreimal mit je 30 cem 
2,5 °oiger kalter Salzséure ausgezogen. Der Riickstand (A) wird mit Wasser 
gewaschen, in Alkohol gelést und wiederholt bis zur Fallung eingeengt. 
Die Fallung ist feinpulvrig und hat unter dem Mikroskop eine einheitliche 
Form. Schmelzpunkt 146°. Kristallisationsversuche mit Alkohol ver- 
schiedener Konzentration ergeben beim Abkiihlen und Einengen im Vakuum- 
exsikkator immer denselben Kérper mit gleichem Schmelz- 
punkt. Die alkoholischen Lésungen neigen zu sehr starker 
Ubersattigung. * dunkelbraun 

Das 2,5 % ige salzsaure Extrakt (B) wird vorsichtig mit 4 
Natriumbicarbonat versetzt, bis eine Fallung auftritt und 
die Reaktion gerade schwach alkalisch ist. Die Fallung rorbraun 
wird abfiltriert, mit Wasser gewaschen und in Alkohol: 
Methylalkohol (1: 1) in der Hitze gelést. Es scheiden sich 
beim Abkiihlen und vorsichtigen Einengen im Vakuum 
feine, pulvrige Teilchen ab, die unter dem Mikroskop sehr 
einheitlich, aber nicht kristallinisch sind. farblos 


Die Adsorptionsbilder von der Rohsubstanz und 
den beiden getrennten Anteilen (A und B) zeigen deut- Lo 
lich, daB eine Aufspaltung des Rohproduktes durch die Abb. 9. 
2,5°% ige Salzsiurebehandlung vor sich gegangen ist. 








Das Chromatogramm des Extraktes (B) zeigt nur eine Schicht, die 
in ihrer Farbe der Schicht 2 vom Chromatogramm (Abb. 9) der Roh- 
fallung entspricht. 


Das Chromatogramm des Riickstandes (A) zeigt die dunkelbraune 
Schicht 1 vom Chromatogramm der Rohfiallung. 


Zusammenfassung. 


Der Reaktionsablauf bei der Kuppelung von Histidin und Histamin 
mit Diazoniumsalzen ist entscheidend fiir den Nachweis dieser Ver- 
bindungen mit Hilfe der Paulyschen Diazoreaktion, besonders dann, 
wenn diese nicht nur zum qualitativen Nachweis, sondern auch zur 
quantitativen Bestimmung herangezogen wird. Trotz zahlreicher Ab- 
anderungen, welche die Paulysche Reaktion in jiingster Zeit erfuhr, 
bestanden immer noch gewisse Schwierigkeiten zur einheitlichen Ge- 
staltung der Versuchsergebnisse. 


Mit den vorliegenden Ergebnissen wird gezeigt: 


1. Nach der chromatographischen Adsorptionsanalyse treten bei der 
Kuppelung des Histidins und Histamins unter den bisher iiblichen 
Biochemische Zeitschrift Band 298. 4 
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Bedingungen zahlreiche Nebenreaktionen auf, welche eine einwandfreie 
und sichere kolorimetrische Auswertung in Frage stellen. 

2. Die nebeneinander entstehenden Farbstoffe lassen sich teilweise 
durch eine atherische Ausschiittelung trennen; dieses Verfahren ist 
aber fiir eine quantitative Bestimmung wegen seiner starken Ab- 
hingigkeit vom py nicht gut brauchbar. 

3. Diese Mangel kénnen aber durch die Auswahl ganz bestimmter 
Sauregradbedingungen bei der Kuppelung behoben werden: Beim 
Kuppeln in schwach-sodaalkalischer Lésung, deren py konstant ge- 
halten wird, entsteht mit p-Nitrophenylantidiazotat ein einheitliches 
Farbstoffgemisch aus nur zwei verschiedenen Farbstoffen, wobei die 
Bildung des einen durch die Mitwirkung der aliphatischen Aminogruppe 
bedingt zu sein scheint. 
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Tonenkonzentration 
und Ionenaustausch in der Grenzfliche Protoplasma: Lésung. 
Von 
H. Lundegardh. 
(Aus dem Pflanzenphysiologischen Institut in Ultuna-Upsala.) 
(Eingegangen am 19. Mai 1938.) 
Mit 7 Abbildungen im Text. 


1. Einleitung. 

Uber die chemische Natur der aktiven Ionenaufnahme in lebenden 
Zellen wissen wir gegenwartig so viel, daf die Anionenaufnahme in 
naher Beziehung zum Glucoseabbau (Atmung) steht und daB die 
Kationen bei Aufnahme, Austausch und Transport durch die Gewebe 
weitgehend den chemisch-physikalischen Ioneneigenschaften (GréBe, 
Ladung, Beweglichkeit) gehorchen (4—8). Quantitative Studien iiber die 
Aufnahme und iiber die hiermit verbundenen Atmungserscheinungen 
lehren, daB Anionen und Kationen getrennt aufgenommen werden. 
Aus elektrostatischen Griinden ist eine freie Diffusion von Ionen in 
nichtaquivalenten Quantitaten ausgeschlossen, man muB deshalb als 
primaren Vorgang einen Austausch von Kationen der Lésung mit 
Kationen an der Plasmaoberflache und von Anionen mit Anionen 
annehmen. Theoretisch bietet diese Annahme keine Schwierigkeiten, 
weil man wei, daB das Protoplasma weitgehend aus amphoteren Ver- 
bindungen (Phosphatiden, EiweiB usw.) aufgebaut wird. Schon Kohle 
wirkt als Ampholyt (Freundlich, 8. 294) und adsorbiert durch Ionenaus- 
tausch sowohl Kationen wie Anionen. 

Sehr geeignete Objekte fiir das Studium der Ionenaufnahme sind 
Wurzeln von Graspflanzen, z. B. Weizen, die leicht unter konstanten 
Bedingungen aufgezogen werden kénnen. Wir kénnen uns die lebende 
Oberflache der Wurzel als ein Mosaik von positiven und negativen 
Valenzen vorstellen, die, falls die Kontaktlésung reines Wasser ist, 
von OH- bzw. H*-Ionen abgesattigt werden. Die Konzentration oder 
Dichte der Valenzen ist wahrscheinlich nicht groB, etwa der einer 
n/1000-Lésung entsprechend, man kann deshalb sehr gut verstehen, 
daB Poren in der Membran vorkommen, die ungeladene Molekiile von 
beschrankter GréBe hindurchlassen (5). Je nach der Lage des iso- 
elektrischen Punktes der Plasmamembran im Verhaltnis zu der Wasser- 
stoffionenkonzentration der Lésung iiberwiegen im Mosaik die positiven 
oder negativen Valenzen oder sie halten einander (am I. E. P.) die Waage. 

Wird statt Wasser eine Neutralsalzlésung genommen, so wird 
durch Ionenaustausch ein Teil der Valenzen mit M* bzw. A~ abgesattigt 


4* 
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(M* = metallisches Kation, A~ = Saureanion), etwa nach dem fol- 
genden Schema (R = Symbol fiir die wirksamen amphoteren Ver- 
bindungen in der Protoplasmamembran): 


H:OH-; +R.H | A-|+R.H 

OH! Ht!—R.OH '_R.OH 

H OH-,+R.H ) A’, +R.H 

OH: Ht:—R.OH = | R.OH 
| ! 


| 


In Wasser. In Lésung von MA. 


Diese Theorie der primiren Bindung der Salzionen an die freie 
Protoplasmaoberflache erklirt natiirlich nicht die dauernde aktive 
Aufnahme in Richtung gegen das Diffusionsgefa!le!. Es muB hier auch 
die aktive Tatigkeit des Protoplasmas, namentlich die ,,Anionen- 
atmung® (5—7), einsetzen, um sozusagen die Ionen nach innen hin zu 
ziehen, wodurch die Grenzfliche wieder fiir neue Adsorptionsbindungen 
frei wird. 

Die behaupteten Austauschvorginge an der Protoplasmaoberfliche 
sind nicht direkt mit chemischen” Methoden zu untersuchen, weil bei 
langer dauernden Versuchen, die man aus analytischen Griinden machen 
muB, sekundire Vorginge, wie Transportwiderstand usw., Einflu’ 
gewinnen, Trotzdem hat man schon durch vergleichendes Studium bei 
kurzer und langer Versuchsdauer gewisse Schliisse auf das Geschehen 
an der Grenzfliche, z. B. betreffs des Ionenantagonismus, ziehen 
kénnen (4). Dagegen ist es selbstverstandlich nicht méglich, aus solchen 
Absorptionsversuchen Schliisse auf die H-Ionenladung der Wurzel- 
oberfliche und auf den quantitativen Verlauf des Ionenaustausches 
zu ziehen. Erst Potentialmessungen kénnen itiber diese Fragen Auf- 
schluB geben. 

2. Die Methode. 

Technisch bieten Potentialmessungen an lebenden Organen keine 
Schwierigkeiten, wenn man mit unpolarisierbaren Elektroden arbeitet: 
Die Bestimmungen wurden mit der Briickenmethode (Prazisionsrheostat 
von Rustrat und einem Galvanometer von Hartmann und Braun von 
10000 Ohm innerem Widerstand) ausgefiihrt. Fiir den Kompensations- 
strom wurde die Akkumulatorbatterie des Instituts (Schaltung 10,3 Volt) 
benutzt. Das Material war Weizen. Die Pflanzen wurden mittels der 
Réhrenmethode (4) in verdiinnter Nahrlésung und bei starkem elektrischen 
Licht im Photothermostaten aufgezogen. Nach 10 Tagen sind die Wurzeln 
8 bis 10cm lang, zu einer Linge von wenigstens 6cm unverzweigt und 
reichlich mit Wurzelhaaren versehen. Die Wurzeln wurden in dieser Lange 
abgeschnitten und nach kurzem Abspiilen in destilliertem Wasser in den 


1 In Wasserkulturen von jungen Weizenpflanzen zeigte z. B. det 
PreBsaft eine 20mal héhere Kaliumkonzentration als das Medium, Magne- 
sium wurde im Innern etwa zehnmal und Calcium etwa zweimal kon- 
zentriert (s. auch 6, 8S. 120). 
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Apparat gebracht. Um geoelektrische Reaktionen zu vermeiden [siehe 
Brauner (1)| wurden sie bei der Préparation und bei der Potentialbestimmung 
immer senkrecht gehalten. 

Die beiden ElektrodengefaiBe (Abb. 1A und 1B) sind mit einem seit- 
lichen Schenkel zur Aufnahme des in gesittigte Zinksulfatlésung tauchenden 
amalgamierten Zinkstabes (3) versehen, von dem die Ableitung zu dem Meb- 
gerat stattfindet. Die Zinksulfatlésung wird durch einen Gelatinepfropfen (4) 
(15% + etwas KCl) von der Elektrodenfliissigkeit abgeschlossen. Diese — 
je nach der Fragestellung verdiinnte Salzlésungen, Sauren oder Puffer- 
gemische — wird in die Trichter (1) hineingegossen. Das obere GefaiB endet 
unten in einem diinnen Réhrchen (6), das mit einer 
v-férmigen Biegung versehen ist, um das hineinge- 
steckte obere Ende der Wurzel ohne Gewalt festzu- 
halten. Die Wurzel wird hierbei mit einem lockeren 
Griff zwischen Daumen und Zeigefinger gefaBt und 
etwa 10 bis 15 mm weit in die Réhre geschoben. Vor- 
her wird natiirlich die Roéhre durch Offnen des 
Hahnes 2 mit Fliissigkeit gefiillt. 

In das untere GefaB wird, bei geschlossenem 
Hahn 5, die Fliissigkeit soweit hineingefiillt, bis sie 
aus der etwa 3 mm weiten Offnung bei 7 heraustritt. 

In der Regel wurde bei langsamer Durchstr6mung der 
unteren Fliissigkeit gearbeitet. 

Die beiden ElektrodengefaiBe waren mittels geeig- 
neter Klemmschrauben an den Stativen eines Zeiss- 
schen Mikromanipulators befestigt. Nach dem 
Fixieren der Wurzel in die obere Elektrode wurde 
diese soweit gesenkt, bis die Wurzelspitze in die 
Offnung 7 tauchte. Der MeSkreis wird hierdurch 
geschlossen und die Potentialmessung kann _ be- 
ginnen. Durch weiteres Senken der oberen Elektrode 
kann das Potential von einer héheren Zone des 4y) 1 Gitiee ths wal 
Spitzenteils bestimmt werden. Der Kiirze halber — unteres (B) Elektroden- 
werden in der folgenden Darstellung nachstehende _ gefii8. Erkliirungim Text 
Bezeichnungen benutzt: 





Zone 1| Zone 2 Zone 3 Zone 4 
mm mm mm mm 


Lange des untergetauchten Teils, von der Spitze 
gerechnet —2 | 3—4 18—20' 30 


Das Potential stellt sich sehr rasch, in der Regel nach 1 bis 2 Minuten, 
auf ein gewisses Gleichgewicht ein und die Ablesungen wurden deshalb 
normalerweise nach 2 Minuten gemacht. Langsame Verschiebungen 
finden aber auch in lingeren Zeitriumen statt, weil in der Wurzel 
als lebendem Organ immer sekundar induzierte Ionenaustauschvor- 
gange stattfinden. Diese langsamen Vorginge werden in der vorliegenden 
Arbeit nicht behandelt, weil uns hier vor allem der primare und sich 
schnell einstellende Ionenaustausch in der Grenzfliche interessiert. 

Leider gibt es keine Méglichkeit, das Potential nur an einer Stelle 
zu messen, weil die zweite Elektrode nicht in das Innere der Zellen 
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gebracht werden kann. Im Laufe der Arbeit zeigte es sich jedoch 
(siehe S. 67), daB man das Potential der oberen Grenzflache, d.h. das 
abgeschnittene Wurzelende, dadurch ungefaéhr auf Null halten kann, 
daB man als Elektrodenfliissigkeit eine n/100 KCl-Lésung nimmt. 
Dank diesem Kunstgriff kann das Potential der unteren, uns interes- 
sierenden Grenzflaiche mit wenigen Millivolt Fehler gemessen werden. 
Der Wundshock hat keinen EinfluB auf das Potential der unteren 
Flache, wie zahlreiche Versuche mit Wurzeln, die gleich nach dem Ab- 
schneiden oder nach mehreren Stunden untersucht wurden, lehren. Eine 
Reihe von Fragen, die mit dem Ionentransport durch das Wurzelgewebe 
zusammenhingen, werden erst in einer spiteren Arbeit behandelt. 


3. Die Herkunft des Protoplasmapotentials. 


Potentiale entstehen, wenn auf beiden Seiten einer Grenzflaiche 
(Membran) verschiedene JIonenkonzentrationen herrschen. Ist das 
Ion M* auf der einen Seite in der Konzentration [M*],, auf der anderen 
Seite in der Konzentration [M*], vorhanden, so ergibt sich das Potential 
aus der bekannten Gleichung 

E = sabe In IM"), . 
nF [M+], 

Hier ist n = Wertigkeit, R und F sind bekannte Konstanten, 
T ist die absolute Temperatur. Bei der Benutzung von dekadischen 
Logarithmen und der Einfiihrung der Werte fiir R und F erhalt man fiir 
einwertige Ionen den Ausdruck 


(1) 


M+], 
[M+], 


E = 0,198 322 T log ! 


(2) 


[M+], 
[M*), 

‘Es wird hier, wie in der folgenden Darstellung, mit Konzentrationen 
gerechnet, weil die Aktivitat sich in den einzelnen Fallen schwer berechnen 
laBt und das Rechnen mit Aktivitaten iibrigens keine wesentlichen Unter- 
schiede in den gezogenen Schliissen, die bei biologischen Versuchen immer 
mit Vorsicht und unter Bezugnahme auf weite Variationsgrenzen erfolgen 
miissen, veranlassen wiirde. 

Die einfachen Verhiltnisse, die in den Formeln (1) und (2) ihren 
Ausdruck finden, sind nur dann verwirklicht, wenn auf der einen Seite 
der Grenzflache eine einzige Ionenart vorkommt, z. B. bei der Benutzung 
von Gaselektroden, An der Kontaktfliche Protoplasma : Lésung haben 
wir dagegen auf beiden Seiten Lésungen von dissoziierten Salzen mit 
beiden Ionenarten und iibrigens in der Regel auch Mischungen von 
mehreren Ionen. Eine theoretisch befriedigende Berechnung der hierbei 
entstehenden Potentiale ist nicht méglich, aber man kann jedenfalls, 
von der Nernstschen Theorie der Lésungspotentiale ausgehend, voraus- 
sagen, welche Ionenarten bei der Potentialbildung dominieren miissen. 


10 wird E = 58 Millivolt. 


* 


Bei 7’ = 293 und 
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Nernst fiihrt bekanntlich die Potentialbildung auf die relative 
Wanderungsgeschwindigkeit der Ionen zuriick. Befindet sich, im ein- 
fachsten Fall, das Salz MA auf beiden Seiten der Membran, und zwar 
in den Konzentrationen [MA]; und [MA],, ist ferner die Wanderungs- 
geschwindigkeit des Kations U und diejenige des Anions V, so betragt 
das entstehende Potential der Seite # 


U—V RT [MA] 
“ULV sF "MAL (3) 


Diese Formel unterscheidet sich von der vorhergehenden (1) 
namentlich dadurch, daB der Ausdruck fiir die lonengeschwindigkeiten 
eingefiihrt wird. Es leuchtet ohne weiteres ein, daB HE um so gréBer 
wird, je gréBer U im Vergleich zu V ist. Das bei der Diffusion voraus- 
eilende [on, also hier U, erteilt der Lésung [MA], ihr Vorzeichen. 
Nun schwanken die Ionen-Aquivalent-Leitfahigkeiten der Salzanionen 
sehr wenig (/y und /, sind z. B. fiir Na’ = 43,5, fiir K’ = 64,6, fiir 
Cl’ -- 65,5 und fiir NO) = 61,7), wahrend sie fiir H’ = 314,5 und fiir 
OH’ = 174 betragen. In Membranen haben namentlich die H-Ionen 
noch mehr Vorsprung (9). Es leuchtet hieraus ein, daB, wenn an der 
Protoplasmagrenzfliche neben Salzionen auch H- und OH-Ionen vor- 
kommen, diese in dominierendem Grad fiir die Potentialbildung ver- 
antwortlich sind, wenn auf beiden Seiten der Grenzfliche Konzen- 
trationsdifferenzen vorliegen. Weil in einer Lésung cy y immer sinkt, 
wenn Cy steigt, so kénnen alle hieraus entstehenden Potentialdifferenzen 
in cy-Termen ausgedriickt werden, abgesehen davon, dafS H immer 
vorauseilt und das Zeichen der Ladung bestimmt. Der Kiirze halber 
benutzen wir im folgenden fiir den cg-Wert der Wurzeloberfliche die 
Bezeichnung Zcy (bzw. Zpx) und fiir denjenigen der in Kontakt mit 
der Wurzel stehenden Lésung das Symbol Ley (bzw. Lpy). 


Aus dieser Uberlegung geht also hervor, daB theoretisch das Po- 
tential der Wurzeloberflache in erster Linie ein Ausdruck fiir den 
cy-Wert der Protoplasmahaut sein muB. Die experimentellen Befunde 
bestatigen diese Ableitung. 


Nach der Formel (3) nimmt die Wurzelspitze negative Ladung an, 
wenn Zcy groBer als Ley ist; denn die H-Ionen haben dann das Be- 
streben, in die Lésung hiniiberzutreten. Ist umgekehrt Lc, gréBer 
als Zcy, so ladet sich die Wurzel positiv. Bei Zcy = Ley ist das Po- 
tential Null. Hieraus ergibt sich eine Methode, um die aktuelle Wasser- 
stoffionenkonzentration der Protoplasmaoberflache experimentell zu 
bestimmen. 

Fiir jede einzelne Potentialbestimmung wurde eine frische Wurzel 
genommen. Vor dem Hineinstecken des oberen Teiles in die Réhre 6 (siehe 
Abb. 1) wurden einige Kubikzentimeter der Elektredenfliissigkeit (hier 
n/100 KCl) durchgespiilt und der hangende Tropfen abgewischt, so daB keine 
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Fliissigkeit entlang der Wurzeloberflache gleiten konnte. Indem unteren Elek- 
trodengefiB wurde jedesmal die Fliissigkeit erneuert. Es wurde meistens 
mit sechs Parallelbestimmungen gearbeitet, aus denen ein Mittelwert 
gebildet wurde. Die unvermeidlichen Variationen, die natiirlich besonders 
bei Potentialbestimmungen hervortreten, werden hierdurch gréBtenteils 
eliminiert, so daB die in dieser Abhandlung angegebenen Mittelwerte inner- 
halb 5 bis 10°, genau sind. Als Nullwert der Bestimmung wird selbst- 
verstandlich jedesmal das_ Eigen- 
potential der Elektroden + Fliissig- 
keit genommen (hierbei wurden 6 und 
7 in Abb. 1 direkt in Kontakt ge- 
bracht). Dieses weicht bei frischen Ge- 
latinepfropfen sehr wenig von Null ab, 
meistens nur einige Millivolt. 








Die Potentialwerte beziehen sich 
auf die physikalische Oberflaiche des 
Protoplasmas (die Zellhaut ist elek- 
trisch neutral und kommt nicht mit 
in die Rechnung). Man mit also 
nicht z. B. den Wert des ganzen 
Protoplasmas, sondern denjenigen 
der Grenzflichenschicht. Im_ fol- 
genden wird fiir diese physikalische 
Grenzflache das Symbol Z benutzt 
(vgl. oben). 





, 





4. Potentialbestimmungen bei ver- 
schiedenem Cy-Wert der Lésung 
(Siuren- und Puffermischungen). 


Die ersten Versuche wurden mit 
Puffermischungen aus K-Citrat oder 
Glykokoll + KCl bei Zusatz von HCl 
bzw. KOH _ ausgefiihrt. Die K- 
Konzentration in diesen Lésungen 
: schwankt etwas, wie aus den in Ta- 
Abb. 2. Die bei verschiedenem py Wert belle I gegebenen Beispielen hervor- 
der Lésung entstehenden Potentiale der } Di Ww Ss arlict 
Wurzeloberfliche (A entspricht TabelleIVA, 8© at. le pu- Werte seater naturlich 
B entspricht Tabelle III A). Die ausge- fiir jede Lésung kontrolliert werden. 
zogenen Kurven enthalten die in Puffer- In den Tabellen II bis V sind einige 
losungen gemessenen Werte. Die gestrichelten mit diesen Mischungen ausgefiihrte 
Linien geben den Verlauf der in reinen apis ; : - a 
Siuren erhaltenen ,,richtigen‘‘ »y-Kurven Serien mitgeteilt. Zur besseren Ver- 

(vgl. Text, S. 62). anschaulichung sind zwei Serien als 
Kurven in Abb. 2 dargestellt. 











Pim 


Die py-Kurven sind alle annahernd geradlinig (vgl. Abb. 2), wie 
theoretisch vorauszusehen war, wenn man annimmt, daB der Ausdruck 


Zcy 
log 


Z fiir das Potential maBgebend ist. Fiir Zcy = Ley, also den 
4CH 


Schnittpunkt der py-Kurve mit der Abszisse, erhalt man Z py-Werte 
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Tabelle I. Puffermischungen. 





Lésung Pu 2,9 Pu = 4.4 Pu 6,0 
n/10 Glykokoll + n/lO KCl ........ 8,0 cem 9,9 cer 10,0 cem 
SIRE ME 2 scm wn Vaca 6 Ch-ncen oe ek 88 2D .., 2 a 
MEAG iets U6 ae le 6 6 0 wt ahs 90,0 ,, 96.0 » 90,0 cem 
K-Konzentration ...........0cc00. 0,008 n 0,01 n 0,01 n 
Chanmantietion:.iask a vwsc hi oecs , 0,010 n 0,01 n 0,01 n 
m0 Te -EOE el chided cs. 4,0 cem 7,0 cem 6,0 cem 
WEE ME oo cents span 6 i006 66: » 3,0 9» 
UN RT goes ocak cau ceases 26 bas 4,0 cem 
MPM cedar te ss eee Rr ee cee es 90,0 ecm 90,0 cem 90,0 ,, 
K-Bonzentration . i... ice cc eees 0,004 n 0,007 n 0,10 n 
CR MOMGORUTAUION =... 05 ccceses cues 0,006 n 0,003 n 





Tabelle II. Potentialmessungen. Zone 3. Citratpuffer. 
eae oe ; Lpy-Wert: 3,7 5,7 7,1 
Z-Potential in Millivolt ....... +. ~3 8 

Tabelle III. Potentialmessungen. Zone 3. 
A. Glykokollpuffer. 





L py- Wert: 3,1 5,2 - 6,5 
Z-Potential in Millivolt ....... + 42 - 0,5 — 27 


B. Citratpuffer. 





L py- Wert: 4,65 7,07 
Z-Potential in Millivolt ... —8 42 


Tabelle IV. Potentialmessungen. Zone 3. Glykokollpuffer. 
A. Pflanzen direkt aus Nahrlésung genommen. 





Lypy-Wert: 3,1 3,9 5,2 6,5 9,7 


Z-Potential in Millivolt .. +17 + 10 —4 1] — 40 


B. Pflanzen vorher 24 Stunden in Aqua dest. 





L pa-Wert: 3,9 5,2 6,5 
Z-Potential in Millivolt .. | +9 3 — 10 


C. Pflanzen vorher 4 Stunden in 0,005 mol. CaCl,. 





L py-Wert: 3,9 5,2 6,5 
Z-Potential in Millivolt .. +11 4+. 0 +. 12 


D. Abgeschnittene Wurzeln 48 Stunden in Nahrlésung. 





L py- Wert: 3,1 6.5 


Z-Potential in Millivolt ... +15 15 
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zwischen 4,9 und 5,2. Die verschiedene Vorbehandlung der Wurzeln 
(siehe Tabelle IV) hat also wenig EinfluB auf die H-Ionenladung. Auch 
die Zonen 1 und 3 verhalten sich hierin einander sehr ahnlich. Dagegen 
haben die py-Kurven fiir Zone 1 meistens einen steileren Verlauf als 
Zcu 
Ley 
beobachtete Potentialanderung betragt fiir Zone 1 etwa 30 bis 40 Milli- 
volt, fiir Zone 3 nur 11 bis 17 Millivolt. Theoretisch sollte die Anderung 
58 Millivolt betragen (siehe S. 54). Den Grund fiir die Tatsache, 
daB in Puffermischungen niedrigere Werte erhalten werden, werden 
wir weiter unten eroértern. 

Im Gegensatz zu den Potentialbestimmungen in Puffergemischen 
geben py-Serien mit reinen Saéuren in steigender Verdiinnung (HC! 


fiir Zone 3. Die fiir eine Anderuag von um eine Zehnerpotenz 


7 


° g ‘ F P Zcu 
10-* bis 10-°n) Kurven, die an Steilheit die ideale log -Kurve 
4CH 


sogar etwas iibertreffen (siehe Tabelle V). 


Tabelle V. Potential, Zpx und Zceg in HCl-Lésungen. 





Zone 3 





ae Pu Millivolt Z py Zcy 
10-'n HCl é 100 se ; 78 3,65 2,24 .10-4 
10-*n HCl 30 = 3,48 3,31 54 8,10 7,94 
10" n HCl + 41! 3,71 | 1,96 +16 3,2 5,25 
10-2 n HCl + 56 3,0 | 10,00 +36 | 2,62 | 24,00 

Dies hangt offenbar damit zusammen, da8 unter dem EinfluB der 
Saurelésung eine gewisse Verschiebung in dem Zcy-Wert stattfindet. 
Bei n/100 HCl ist diese Verschiebung so stark, daB sie auf eine auto- 
lytische Zersetzung der Protoplasmamembran hindeutet. Die Zellen 
sterben sehr schnell bei diesem hohen auBeren ¢y, in n/1000 HCl sterben 
sie innerhalb einer halben Stunde, wahrend py-Werte iiber 4,0 leicht 
ertragen werden. 

Fir die Bestimmung des jeweiligen Zpy-Wertes benutzt man den 
Ausdruck 


ee 


wo E, das beobachtete Potential, z = Zpyq und / = Lpy sind. Wir 
gehen hier von der Annahme aus, daB die Wurzel in jedem Augenblick 
wie eine reine H-lonenelektrode reagiert. Der nennenswert geradlinige 
Verlauf der py-Kurven, auch ganz in der Nahe desjenigen Punktes, in 


Zcx 
dem rags 1 ist, ist ja ein guter Beweis fiir die Richtigkeit dieser An- 
H 


nahme, weil ja eben in diesem Punkt alle anderen Ionen leicht einwirken 
kénnten, falls sie tiberhaupt eine Wirkung hatten. 
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Wird reine Salzsdurelésung in der unteren Elektrode benutzt, so 
weicht die py-Kurve in der Mitte ziemlich unbedeutend von dem Verlauf 
ab, den man bei Konstanz des Zcy-Wertes erhalten wiirde. Die Schadi- 
gung der Protoplasmahaut in der Lésung ist offenbar unbedeutend, 
wenn der px-Wert derselben nicht unter 3,0 sinkt. In den Puffer- 
lésungen waren dagegen die Abweichungen trotz der immer noch 
geraden Form der Kurven viel gréBer. In diesen Lésungen finden also 
offenbar Vorgiange statt, welche die H-Ionenspannung der Protoplasma- 
oberfliche andern. 

Es wurde zunachst untersucht, ob der zeitliche Verlauf des Po- 
tentials in den Pufferlésungen Besonderheiten zeigt. 


5. Zeitliche Verschiebung des Potentials. 

Wie eingangs erwahnt, handelt es sich hier nicht darum, den Zeit- 
verlauf der Potentialbildung eingehend zu registrieren. In einigen Serien 
wurden jedoch alle 2 Minuten Messungen gemacht, um zu sehen, ob die 
geringe Neigung der py-Kurven in den Pufferversuchen auf allmahlich 
stattfindenden Umladungen beruhe. 


Tabelle VI. 
A. Zeitserie in Citratpuffern. Zone 3. 





3,7 7,1 


, Min. -5 Millivolt 1: 
a 1 7 —1: - 
” {- 6 res 1 ” 
” : 8 as 1: 


Millivolt 


. Zeitserien in Glykokollpuffern. Zone 1. 





3,1 





3,1 


+ 18 12 
i 18 


Die Versuche in Tabelle VI zeigen, daB eine gewisse Verschiebung 
des Potentials stattfindet und zwar im Sinne einer etwas saureren 
Reaktion der Protoplasmaoberflache. Hierdurch wird in zwei Serien 
der Z py-Wert von 5,1 auf 4,7 bzw. von 4,4 auf 4,0 verschoben, wahrend 
in einer dritten Serie eine Verschiebung nicht festgestellt werden konnte. 
Die Neigung der py-Kurven bleibt hierbei ungefihr dieselbe. 

Es ist nunmehr noch der EinfluB der anwesenden Salz-Kationen und 
-Anionen zu untersuchen. 
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6. Die Weehselwirkung von metallischen Kationesn und H-Ionen an der 
Protoplasmaoberfliche. Versuche in sauren Lésungen. 


Es wurde mit Lésungen von Neutralsalzen, namentlich von KCl, 
gearbeitet, die durch Hinzufiigen von Salzsiure auf einen bestimmten 
pu-Wert gebracht worden waren. Die schwache Pufferwirkung 
wurde durch die strémende Elektrodenfliissigkeit kompensiert. Siehe 
Tabelle VII. 


Tabelle VII. pu-Serien mit HCl in Anwesenheit von KCl. 





Lipa = 3,0 Lpg = 4,0 


Losung (n/1000 HCl) ; _(n/10000 HCl) _ 


Millivolt | Z py ber. Millivolt Z pg ber. Z cy ber. 


A. Zone 1. 
Ohne Zusatz 3,29 53 é 7,44 .10-4 
+ n/500 KCl } 3,28 17 cA 1,95 
+ n/100 KCI 2 3,35 +14 : 0,58 
+ n/10 KCl ! 3,29 ! 0,27 
Zone 3. 
Ohne Zusatz 1. 15 3,22 E ie 10 
n/500 KCl . 3,14 é 3,65 2,24 
-n/100K Cl 4 3,14 ; 0,93 
n10KCl 2,95 +1 y 0,62 


Von den gepriiften py-Werten liegt 3,0 unterhalb des Z py-Wertes, 
der fiir reine H Cl-Lésungen 3,2 bis 356 betrigt. Die Wurzel hat hier das 
Bestreben, sich durch H-Ionen aus der Lésung aufzuladen. Bei 
Lpy = 4 hat umgekehrt die Wurzel das Bestreben, H-lonen an 
die Lésung abzugeben. Dementsprechend zeigen die Versuche, 
daB die in der Lésung anwesenden K-Ionen bei Lpy = 3 keinen 
EinfluB ausiiben. Sie kénnen hier nicht mit den H-Ionen 
wetteifern. Bei Lpy =4 ist aber die Konkurrenzkraft der 
| K-Ionen schon erheblich. Die K-Ionen stoBen die an der Proto- 
plasmaoberflache sitzenden 

H-lIonen von dieser ab, es 
at : —7 one 3 findet ein regelrechter Aus- 
——— : ii tausch statt, und infolge- 
G01 G02 G03 G04 G05 G06 G07 G06 G09 G10 dessen sinkt der Zcy-Wert. 

dienes steigt also der Zpy-Wert. 

ane 2 Di Annee Zope vs det Wenn die H-Tonen der 
belle VII, die einen dhnlichen Versuch zeigt). Protoplasmaoberflache _ teil- 
weise durch K-Ionen er- 

setzt werden, so kann. man aus der Senkung von Zcy die 
Flachenkonzentration von K* berechnen (cx, = Zen, — Zcu,, wo 
Zcy, die ohne Zusatz von Kalium erreichte Konzentration, Zcy, die 
bei Zusatz von Kalium berechnete Konzentration der an der Proto- 
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plasmaoberflache sitzenden H-Ionen ist). Aus den jeweiligen be- 


[K*} 


rechneten Zcx.- und Zcy-Werten kann man so die Quotienten 


berechnen. Diese Berechnung ist in Tabelle VIII ausgefiihrt worden. 


Tabelle VIII. Wert des Quotienten [K*]/[H*] in den in Tabelle VII 
wiedergegebenen Versuchen. Lpy = 4,0. 





(k+ 


K Cl-Konzentration {K+] ¥ an der Wurzeloberfliche 
der Lésung {H+} in der Lésung (a) _ PP cee rae 
Zone 1 Zone 3 
n/500 20:1 ] 19:1 1,8:1 
n/100 100:1 8,9:1 5,8:1 
n/10 1000: 1 20,0:1 92:1 


Man kann im voraus die Vermutung aussprechen, daB die Ver- 
drangung der H-Ionen durch die K-Ionen ein Adsorptionsvorgang ist. 
Andererseits werden die H-Ionen adsorptiv festgehalten. Mit kiinstlichen 
Gelen, z. B. Permutit, sind Versuche iiber die quantitativen Zusammen- 
hange zwischen Adsorption und Austausch von zwei metallischen Ionen 
ausgefiihrt worden (Rothmund und Kornfeld). Man hat die Giiltigkeit 
der Forme! 

1 
ae S ). (5) 


ty (Cg 


festgestellt. Hier sind a, bzw. a, die Konzentrationen der an dem Ionen- 
austausch beteiligten Ionen am Adsorbens, c, bzw. c, sind ihre Konzen- 
trationen in der Lésung. Wenn man aber die Werte in Tabelle VIII 
logarithmiert, so entsteht keine gerade Linie, wie bei den echten Ad- 
sorptionskurven, sondern eine gegen die Abszisse abfallende Linie 
(siehe Abb. 6, untere Kurve). Es mu also in unserem Falle noch ein Faktor 
mitwirken. Vorlaufig kénnen wir diesen Faktor den mit steigendem Wert 


des Quotienten immer mehr ansteigenden Gegendruck nennen, 


- 


“CH 
den die in der Lésung vorhandenen H-Ionen gegen die Loslésung der 
H-Ionen von der Protoplasmaoberflaiche ausiiben. Wir wollen in dem 
folgenden Abschnitt versuchen, das Wechselspiel der Kationenadsorption 


r Leu 
mit der von ihr immer abhangigen Relation - zu formulieren. In An- 
4CHW 


lehnung an Tabelle VII und VIII laBt sich hier folgendes sagen: 
Der ,,Gegendruck‘‘ der auBeren H-lonen auf die adsorbierten 


Le 
H-Ionen ist natiirlich von der GréBe der Relation — abhangig. Dies 
H 


erklart, warum bei einem 100maligen Ubergewicht der K-Ionen in 
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der Lésung wohl bei py 4+ eine Adsorption von Kalium stattfindet, 
dagegen keine Spur einer Adsorption bei py 3 bemerkt wird. 

Bei pu = 3 werden also praktisch alle metallischen Kationen, 
auch wenn solche von vornherein vorhanden waren, von der Protoplasma- 
oberfliche abgestoBen und durch H-Ionenersetzt. Bei hdheren py-Werten 
findet aber eine mit dem Lpy-Wert immer mehr steigende Adsorption 
und eine hiermit verbundene Erhéhung von Z py statt. Wir sind jetzt 
imstande, den Unterschied zwischen den mit reinen HCl-Lésungen und 
mit Puffergemischen erhaltenen py-Kurven und Z py-Werten zu erkliren. 

In den Puffermischungen war n/250 bis n/100 K* vorhanden 
(siehe Tabelle I). Nach den Ergebnissen in Tabelle VII muB hierdurch 
bei Lpy = 4,0 eine Verschiebung des Zpy-Wertes um + 0,5 bis 

1,0 Einheiten stattfinden. Wir erhielten auch tatsachlich in den 
Pufferserien Z py-Werte von 4,9 bis 5,2, wihrend diese in H Cl-Lésungen 
3,2 bis 3,6 betragen. Die geringere Neigung der py-Kurven aus den 
Pufferserien (vgl. Abb. 2) kann mit der jetzt bekannten Tatsache in 
Zusammenhang gebracht werden, daB mit hdheren Lpy-Werten der 
Austausch von metallischen Kationen gegen H-Ionen steigt, was eine 
Drehung der Kurve um den bei etwa bei py = 3 beobachteten Potential- 
wert, und zwar nach rechts (vgl. Abb. 2, gestrichelte und ausgezogene 
Kurven) verursachen muB. 

Die Richtigkeit dieser Darlegung wird durch die Tatsache bestatigt, 
daB die mit den Puffergemischen ber pu = etwa 3 gemachten Potential- 
bestimmungen die richtigen Zpy-Werte geben. (In den in den Tabellen II 
bis IV angegebenen Versuchen sowie in einigen hier nicht mitgeteilten 
weiteren Versuchen wurden Zpy-Werte von 3,3 bis 3,8 erhalten.) 

Nach dem jetzt Dargelegten geben alle Puffermischungen, die 
metallische Kationen enthalten (also z. B. auch Phosphatmischungen), 
falsche Werte fiir den reinen, also von Kationenadsorption unbeein- 
fluBten, H-Ionenzustand der Protoplasmaoberfliche, wenn man nennens- 
wert iiber py = 3 arbeitet (das hier Gesagte gilt natiirlich zunachst nur 
fiir Weizenwurzeln, weil andere Protoplasten andere Z py-Werte haben 
kénnen). Am besten macht man die Bestimmung in strémender reiner 
Saurelésung, wobei als Normalwert der bei schwachem Minuspotential 
erhaltene Wert genommen werden soll (vgl. oben 8.58). Bei zu stark 
verdiinnten Saiuren ist es wegen der duBerst schwachen Pufferung 
schwer, den Lpy-Wert konstant zu halten und die an die Protoplasma- 
oberfliche vorher adsorbierten metallischen Kationen werden in einer 
solechen schwachen Lésung auch nicht vollstindig entfernt. 


7. Kationenaustausch in neutralen Salzlésungen. 
Wenn schon bei Lpy = 4 metallische Kationen betrachtliche 
Adsorption zeigen, kann man erwarten, daB dieselben bei Lpy = 7 
eine noch viel mehr gesteigerte Austauschfaihigkeit haben werden. 


Die Ergebnisse einiger diesbeziiglicher Versuche mit Chloriden von K, 





M 
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Li und Ca sind in Tabelle [IX zusammengestellt. Wahrend z. B. in 
Anwesenheit von n/100 KCl der Zpy-Wert bei Lpy == 3 3,1 bis 3.4 
betragt, steigt er bei Lpy = 4 auf 4,0 bis 4,2 und bei Lpy = 7 auf 
6,8 bis 7,3, einer Konzentrationsverminderung der adsorbierten H-Ionen 
um etwa 1: 10000 entsprechend. Es besteht, wie man sieht, eine un- 
gefihr direkte Proportionalitét zwischen 0 
den Lpy- und den Z py-Werten. Man kann mV 
hierin wiederum eine Auerung des a 
,,Gegendruckes* der H-Ionen der Lésung 
sehen, auf Grund dessen die H-Ionen 
der Protoplasmaoberfliche leicht ausge- 
tauscht werden wenn sie ,,dichter“ als in 
der Lésung vorhanden sind, dagegen weit 
fester gehalten werden, wenn sie gegen 
den H-Ionendruck der Lésung arbeiten 














miissen. Hat der Quotient in der 


[H*] 
Lésung den Wert 100, so sind an der Proto- 
plasmaoberflache bei py = 4 schon mehr 
als 90 °, der H-Ionen gegen K-Ionen aus- 
getauscht und bei Lpy = 7 sind nur etwa 
1/499 der H-Ionen zuriickgeblieben. 











In der Tabelle IX sind auch die Werte 
[H*] 
Vergleich dieser Tabelle mit Tabelle VIIT = -730) > > 
veranschaulicht die mit dem sinkenden -10g(4*]—e 
,,Gegendruck*‘ der H-Ionen in der Lésung Abb. 4. Potentialkurven aus Ver- 
steigende Eintauschméglichkeit der M- —— 
Ionen. Bei Lpy = 7 werden schon aus 

den verdiinntesten Lésungen metallische Kationen adsorbiert. Dies 
erklart wohl auch, warum in destilliertem Wasser der berechnete 
Maximalwert der Spannung, etwa — 218 Millivolt (aus [L py — Z px]. 58 
= [7,0 — 3,25] 58 = 218 Millivolt), im Versuch kaum erreicht werden 
kann. Schon die Kationenmengen, die in der Wurzel enthalten sind 
— und die ja iibrigens (vgl. 8.52) zum Teil recht erheblich sind — 
geniigen sicherlich, um die Oberflache mit etwas metallischen Kationen 
zu belegen, auch wenn solche in dem Medium fehlen. An destilliertes 
Wasser wird iibrigens immer etwas Ca und Na abgegeben (4, 
S. 101ff.). Auch in lebhaft strémendem destillierten Wasser! werden 


des Quotienten wiedergegeben. Ein -y9 











1 Die Spuren von schon in dest.Wasser vorhandenen und von der Wurze! 
ausgeschiedenen Kationen und HCO,-Ionen geniigen, um eine fiir die 
Potentialbestimmung ausreichende Leitfahigkeit zu erhalten. 








“TT Cs esc aerietn 
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selten héhere negative Potentiale als — 150 Millivolt beobachtet, was einem 
Zpu-Wert von etwa 4,4 entspricht. Der Zcy-Wert in dest. Wasser ist 
somit etwa 0,4 . 10-4 gegen 5,6 . 10-4 als Maximalwert. In destilliertem 
Wasser diirften also mehr als 90° der negativen Valenzen der Proto- 
plasmaoberfliche durch metallische Kati- 
onen abgesattigt sein, die von dem inneren 
Vorrat kommen. Bei langerem Aufent- 
halt werden sie natiirlich langsam aus- 
gewaschen. 

Daraus folgt, da man destilliertes 
Wasser nicht fiir die Bestimmung des maxi- 
y 
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Abb. 5. Schematischer Verlauf log [77] 

der Potentialkurve aus einer Ver- 

diinnungsreihe des Kations M+ 
(L pa = 7). 


inder Losung 


Abb. 6. 


Tabelle IX. Die Wirkung metallischer Kationen in neutrale: 
Lésung (Lpxu = 7,0). Zone 3. 





Le Mites | 
Leys) | Potential a M+! 
: 4 C 
[Leys] Millivolt (4¢q+] 


Salzkonzentration 


. n/100 000 KCl 100 112 5,07 | .1¢ 65 
2. n/10000 ,, 1 000 ye. 5,76 320 
3. n/1000 me 10 000 39 6,33 1220 

. n/100 A 100 000 13 6,78 16 | 3500 
5. n/10 e 1 000 000 7,07 6600 


. n/100 000 CaCl, 100 20 4,93 1170 .10-8 47 
2. n/10 000 Pa 1 000 

3. n/1000 . 10 000 6,17 67,6 . 10-8 832 

. n/100 s 100 000 - 6,77 17 3300 
2. n/10 000 LiCl 1 000 _ 5,38 417.1078 132 
3. n/1000 ” 10 000 — 81 5,60 251 220 

. n/100 i 100 000 — 24 6,59 25,7 2150 

Auch die Zone 1 wurde ebenso ausfiihrlich untersucht. Weil 

die Ergebnisse weitgehend mit dem hier fiir Zone 3 mitgeteilten iiber- 
einstimmen, werden sie hier nicht mit aufgenommen. Das Symbol 
bezeichnet ein Ion K oder Li bzw. 1/, Ion Ca. 
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malen Zcy-Wertes benutzen kann. Erst in einer verdiinnten Saure- 
lésung werden die adsorbierten Kationen weggewaschen. Der Maxi- 
malwert, dem sich die ,,Salzkurven‘‘ asymptotisch nahern (vgl. 
Abb. 5), kann also nicht experimentell ermittelt, nur aus den in Saure- 
lésungen erhaltenen Zpy-Werten berechnet werden. Ahnliches gilt 
von dem oberen Teil der Salzkurven, also bei sehr hohen Salzkonzen- 
trationen. Theoretisch sollte ja die Kurve hier unendlich hoch steigen, 
allerdings mit einer von dem steigenden Gegendruck der aéuferen 
H-Ionen bedingten Abbiegung gegen die Abszisse. Diese Abbiegung 
ersieht man schon in den Versuchen (Abb. 4). Experimentell laBt sich 
kaum die Wirkung von starkeren Salzlésungen als n/10 priifen, weil die 
Zellen plasmolysiert werden. 


ones ae . ._ Ley Zey 
Die in Tabelle IX mit aufgenommenen Werte fiir und 
L CH Zcu 


geben, wenn man sie logarithmiert, nicht eine gerade Linie (vgl. S. 61), 
sondern eine allmahlich gegen die Abszisse abfallende Kurve (siehe Abb. 6, 
obere Kurve), die sich nur der Lage nach von der aus Tabelle VIII er- 
haltenen unterscheidet. Wir haben oben angedeutet, daB diese Kurve 
eine gegen die Adsorption der K-lonen wirkende Adsorption der H-lonen 
angibt, die in Abhangigkeit von jener steht, weil mit steigender K-Ionen- 
adsorption die Z-Konzentration der H-Ionen sinkt. Man kann dieses 
Wechselspiel am einfachsten als eine Kombination von zwei Adsorptions- 
isothermen auffassen, etwa der folgenden Formel entsprechend: 


[Zcx, | ey fo. 6 
7 0 ie a ra) (6) 
Nach Logarithmieren erhalt man: 
Le 4 Ze ‘ Le 
log oe = log k +a. log z.. +b. log iy (7) 


Diese Formel entspricht recht gut den beobachteten Werten, 
welche in Tabelle 1X aufgefiihrt sind. Wenn wir k = 1, a = 1 und 
b = 100 setzen, so entstehen die in Tabelle X wiedergegebenen Werte. 
In Anbetracht der Variationsbreite der Potentialbestimmungen ist die 

Bex 

ee . ‘ 4Cx 
Ubereinstimmung der geforderten und berechneten Werte fiir log L 
c 

H 

einigermaBen befriedigend, so da man vorlaiufig den SchluB wagen 


kann, daB der Eintausch von metallischen Kationen in die Oberflichen- 
schicht des Protoplasmas den Gesetzen der Adsorption gehorcht. 
Hierbei ist offenbar die Adsorptionskraft der H-Ionen sehr viel starker 
als diejenige der K-Ionen, was ja auch mit allgemeinen kolloidchemischen 
Erfahrungen tibereinstimmt. 
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Die Forme] (6) bezieht sich natiirlich auf ein geschlossenes System 
unter der Annahme, daB der Lcy-Wert, wie in unseren Versuchsserien , 
konstant gehalten wird. Nur unter dieser Bedingung kann natiirlich 
die K-Adsorption in der in der Formel angegebenen Weise den Zcy-Wert 
regulieren, Andert man den auBeren cy-Wert (also Ley), so andert 
man die Konstante k in der Formel. Bei Lpy = 4 erhilt sie, nach dem 
Verlauf der Kurve zu urteilen (Abb. 6, untere Kurve), etwa den Wert 10. 
Der Ausgangspunkt der Adsorption ist gewissermaBen verschoben. 
Weitere Untersuchungen sind erforderlich, um zu priifen, wieweit 
unser Versuch die Kationadsorption zu erklaren sich bewahren wird. 


Tabelle X. Priifung der Giiltigkeit der Formel (6) fiir die in 
Tabelle IX wiedergegebenen Versuche}. 





[Zem+] 


[Leyq+] || 
** [Zen] “sy 


[Z cyt] i 


I berechnet gefunden Differenz 


1 100 log 





1,82 0,08 | 2,00 1,90 = 0:10 
2,50 0,76 | 8,00 3,26 +- 0,26 
3,09 4,00 4,41 + 0,41 
3,54 | 6,00 6,32 + 0,32 
3,82 | 6,00 5,89 —~ 0:91 


1,67 2,00 | 41,59 — 0,41 
2,92 4,00 4,09 + 0,09 
3,52 5,00 5,29 + 0,29 
2,12 3 3,00 2,50 — 0,50 
2,34 6 4,00 2,94 — 1,06 
3,33 55 5,00 4,92 — 0,08 


1 
2 
3 
4 
5 
1 
2 
3 
4 
2 
3 
4 


Die Versuche mit verschiedenen Kationen (Li, Ca, K) zeigen, dal} 
die, Eintauschkraft in der Reihe K > Ca 4% > Li, bezw. in der Reihe 
Ca**+ > K* > Li* sinkt, was in Ubereinstimmung mit den kolloid- 
chemischen Erfahrungen steht, die auch bei der Adsorption der 
Kationen bestatigt werden (8). Das wegen seiner hohen Hydratation 
schwach adsorbierte Lithium erteilt also der Protoplasmaoberflache 
eine mehr saure Reaktion als eine aquivalente Kaliumlésung. Die 
Potentialmessung ist ein einfaches Mittel, um die verschiedene Ad- 
sorption der Kationen zu bestimmen. Hierbei mu8 selbstverstandlich 
immer genau kontrolliert werden, daB die Salzlésung den py-Wert 7 
hat, weil jede Abweichung hiervon eine entsprechende Verschiebung 
in dem Potentialwert verursacht. 


1 Es bleibt weiteren Untersuchungen vorbehalten, die Adsorptions- 
exponenten fiir die verschiedenen Kationen genauer festzustellen. In 
Tabelle X haben wir einfach damit gerechnet, daB a = 1 ist. Schon die 
Werte in Tabelle X deuten aber darauf hin, daB Li, seiner geringeren Ein- 
tauschkraft zufolge, einen etwas niedrigeren Exponenten hat. 
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Neben den in Tabelle VIII und IX wiedergegebenen Versuchen 
wurden einige weitere Versuche ausgefiihrt, welche die Stellung von 
Na” und Ba™ im VerhaJtnis zu den iibrigen Ionen zeigen. Wir erhalten 
somit folgende Reihe (fiir Zone 3 und m/1000 Lésungen): 





Ion Li+ Nat K+ Ca++ | Batt 


Relative Eintauschkraft bei Lpy = 7 1 2 f 8 10 


Die experimentell ermittelte Tatsache, daB in einem Elektrolyt 
die Kationen, wenn sie in starkem UberschuB gegeniiber den H-Ionen 
vorhanden sind, den Zpy-Wert auf ungefaihr denselben py-Wert wie 
in der Lésung herabdriicken, waihrend einem weiteren Senken von 
Zpu ein betraichtlicher Widerstand entgegengesetzt wird, haben wir 
in der Methodik dazu benutzt, um das Potential der oberen Elektrode 


fn 


Ze 
ungefahr auf Null (also ] = = 1) zu halten. Die Aufgabe wird dadurch 
4CH 


erleichtert, daB das obere Wurzelende (= die Schnittfliche) anders, 
und zwar sozusagen traiger als der Spitzenteil reagiert. Folgende Mes- 
sungen werden dies veranschaulichen (Tabelle XI): 


Tabelle XI. Die Wirkung von Konzentrationsanderungen an der 
oberen Wurzelgrenzflache. 


A. Versuche mit Kaliumchloridlésungen. 





Obere Elektrode ................... n/1000 KCl n/100 KCl 

Untere na n/1000 | ” n/1000 | ” 

Potential { Zone — 30 Millivolt —41 Millivolt 
‘ ‘ = 


Bis ” —52 ” 


B. Versuche mit KCl- und HCl-Lésungen. 





Obere Elektrode n/500 KCl n/100 KCl n/o0 KCl 
Untere re n/10000 HC] = =n/10000 HCl = n/10000 HCI 
Potential, Zone 3 — 60 Millivolt © — 56 Millivolt | — 55 Millivolt 


‘>. Versuche mit Citratpufferlésungen. 





Obere Elektrode n/500 KCl n/100 KCl 
Untere > Pr 3.1 px 3,1 
Potential, Zone 3 + 3 Millivolt — 2 Millivolt 
Untere Elektrode is. | 
Potential, Zone 3 — 7% Millivolt — 13 Millivolt 


Untere Elektrode .............. pu 8 py 81 
Potential, Zone 3 — 19 Millivolt — 25 Millivolt 


Dieses geringe Reaktionsvermégen der oberen Wurzelgrenzflache 
hangt sicherlich mit dem Transportmechanismus der Ionen zusammen. 
Diese werden ja an der unteren Wurzelgrenzfliche adsorbiert und durch 


5* 
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den Atmungsmechanismus (siehe 8.52) nach innen und oben hin 
weiter transportiert. Es ist nicht tiberraschend, daB hierbei die untere 
Grenzflaiche lebhafteren Ionenaustausch zeigt. An der oberen Schnitt- 
flache treten die von unten her transportierten Ionen heraus, hier 
werden also wenig Ionen aktiv adsorbiert, was auch geringere H-Ionen- 
aktivitét voraussetzt. Alles deutet darauf hin, daB diese auch bei 
ziemlich niedriger Salzkonzentration ungefahr dem py-Wert 7 entspricht. 


8. Die Wirkung der Anionen. 


Auch die Potentiale in neutralen Salzlésungen bringen Beweise 
dafiir, daB die Wurzel sich elektrometrisch wie eine reine H-Elektrode 
verhalt. Die lebenden Wurzelzellen unserer Pflanzen enthalten viel 
K-Ionen, aber keine Li-lonen. In verdiinnten Lésungen der entsprechen- 
den Salze wiirde, falls diese Kationen neben H* eine Wirkung auf das 
Potential hatten, KCl der Wurzel eine starkere negative Ladung als 


, a. : Meee 
LiCl geben (bei Li ist viel kleiner als 1, bei K ist 
Ley}: Lex. 
verdiinnten Lésung viel gréBer als 1). Das umgekehrte wird beobachtet. 
Auch wenn man mit den relativen Beweglichkeiten von Kationen und 
Anionen der Salze rechnet, kann man keine haltbaren Argumente 
gegen die Auffassung vorbringen, daB die Wirkung der H-Ionen absolut 
dominiert!. Daf Konzentrationsdifferenzen der Anionen an_ sich 
ebenso wenig Wirkung wie diejenigen der metallischen Kationen haben, 
geht ja zur Geniige aus den Versuchen mit KCl-Lésung in Kombination 


in der 


1 Weil K und Cl praktisch dieselbe Ionen-Aquivalentleitfahigkeit haben 
(64,6 und 65,5), bildet KCl kein nennenswertes Fliissigkeitspotential. 
LiCl wiirde dagegen in unserem Falle ein negatives Potential hervorrufen 
(Beweglichkeiten von Li und Cl bzw. 33,4 und 65,5), was zwar mit den 
beobachteten Verhaltnissen tibereinstimmt, aber trotzdem in keiner Weise 
den steilen Verlauf der Verdiinnungskurven erklaren kann. Bei KCl wiirde, 
falls K neben Cl das Potential bestimmen sollte, Verdiinnung keine Wirkung 
haben. Auch wenn man, statt mit den physikalisch-chemisch ermittelten 
Beweglichkeiten, mit den physiologisch ermittelten Aufnahmegeschwindig- 
keiten rechnet, kann man die Potentialkurve fiir KCl hieraus nicht er- 
klaren. Denn K und Cl werden durchschnittlich im Verhaltnis 1,36: 1 
(Mittel aus 20 Versuchen) aufgenommen. Dies wiirde nach dem Ausdruck 
i > - 58 Millivolt fiir eine Konzentrationsdifferenz von 10:1 etwa 
9 Millivolt statt der beobachteten 25 bis 30 Millivolt geben (vgl. Tabelle XII 
und Abb. 7). Fiir Li und Cl verhalten sich die Aufnahmegeschwindigkeiten 
wie etwa 1: 2. Dies wiirde zwar eine etwas steilere Kurve geben, dagegen 
wiirde mit steigender Li-Konzentration der Lésung das Potential immer 
starkere negative Werte geben (Cl eilt, als das schnellere Ion, ihm voraus 
und teilt der Wurzel ihr Zeichen mit), also ganz im Gegensatz zu der Beob- 
achtung ! 
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Tabelle XII. Verdiinnungsserien mit verschiedenen Kaliumsalzen. 
Potentiale in Millivolt. 





Salz Zone 1 Zone 3 Salz Zone 1 Zone 3 


n/10 000 KCl — n/10000 KHCO, 70 | 103 
n/1000 39 n/1000 a i AS 44 
n/100 i 12 n/100 ‘ 14:}:—.. 86 
n/10000 KNO, | — 90 114 n/10000 KOH 105 129 
n/1000 *) 50 52 n/1000 ne 54 78 
n/100 of 20 32 





mit HCl hervor: Bei einem Lpy-Wert, der ungefahr dem Zpy-Wert 
entspricht, wenn also die H-Ionenwirkung ungefahr Null ist, bleiben 
auch sehr hohe Konzentrationen von K Cl ohne EinfluB auf das Potential. 
Die Versuche mit verschiedenen Anionen 
bei gleichem Kation (K*) zeigen einen sehr 
iibereinstimmenden Verlauf der Verdiinnungs- 
kurven (Tabelle XII und Abb. 7). Die Kurven 
haben jedoch eine verschiedene Héhenlage, die 
in gewisser Beziehung zu den Beweglich- 
keiten der Anionen steht. Aus Absorptions- 
versuchen (4—7) ist bekannt, daB NO, 
viel leichter in die Wurzeln aufgenommen 
wird als Cl. Am leichtbeweglichsten in kolloi- 
dalen Medien ist zweifellos OH, obwohl 
man hier wohl nicht ohne weiteres von Auf- 
nahme in die Wurzel reden kann. Dasselbe 
gilt von HCO,, das zwar leicht beweglich 
ist, trotzdem wegen der hohen inneren Kohlen- 
siurespannung der Zellen aus verdiinnter 
Lésung sicher nicht in diese aufgenommen -77 
wird. Die Versuche mit OH und HCO, 
nehmen jedoch aus dem Grunde eine Sonder- 
stellung ein, weil hier mit der Konzentration -730; 
auch der py-Wert der Lésung verandert wird 
und sdimtliche Lésungen alkalisch sind. In Abb. 7. Potentialkurven aus 
n/1000 KOH sollte man ein sehr hohes nega- — Yyniinnungstetien at vt 
tives Potential erwarten, weil bei py = 11 (po, Tabelle XII). 





-100 


-220}- 











rn 


Ze 9 F 
= 3) der Quotient L * einen Wert von etwa 107 haben sollte (bei 

CH 
maximalem Zpy = 3 bis 4). Dieses Potential sollte ferner aus ahn- 
lichen Griinden gréBer sein als das bei n/10000 KOH (py = 10) er- 
reichte. Wir finden im Gegenteil beide Potentiale auffallend niedrig 
(—78 bzw. — 129 Millivolt) und das erste niedriger als das zweite. 
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Dies beweist, daB die K-Konzentration dominiert, so daB sie bei dem 
auBerst kleinen Ley-Wert den Zcy-Wert auf einen entsprechend auBer- 
gewohnlich niedrigen Wert herabsetzen kann. In n/10000 KOH ist 
Zpy = 74 und Zey = 4.10-8 und in n/1000 KOH sind die ent- 
sprechenden Werte 9,65 und 0,02 . 10-8. 

Der ausschlaggebende EinfluB der Kationen in der alkalischen 
Lésung geht auch aus der Wirkung von NaOH im Vergleich zu KOH 
hervor. Eine n/10000 KOH-Lésung gab das Potential — 129 Millivolt 
(Zone 3), wahrend in n/10000 NaOH — 179 Millivolt beobachtet 
wurden (fiir die Zone 1 waren die entsprechenden Werte — 105 bzw. 
— 166 Millivolt). Diese Differenzen sind zu erwarten, weil K bedeutend 
starker als Na adsorbiert wird, also mehr H-Ionen an der Protoplasma- 
oberflache austauscht (vgl. Abschnitt 7). 

Das Verhalten der Wurzeln in der Bicarbonatlésung wird in ahn- 
licher Weise wie fiir OH~ erklart. Diese Beispiele bringen also nur eine 
weitere Bestaitigung der im Abschnitt 7 dargelegten Austauschverhalt- 
nisse betreffs Kationen. 

Fiir die Beobachtung, daB KCl das Potential starker erhéht 
(d.h. das negative Potential mehr vermindert) als eine aquivalente 
KNO,-Lésung, reichen unsere bisher gemachten Befunde nicht aus. 
Obwohl die Anionen bei ihrer primaren Aufnahme durch die Oberflache 
des Protoplasmas ohne jeden Zweifel mit anderen negativ geladenen 
Ionen, in erster Linie OH~ oder HCO 3, ausgetauscht werden miissen 
(vgl. oben §.52), ist derzeit zu wenig iiber die Adsorptionskraft 
derselben bekannt. Falls wir annehmen, da8 Cl stirker als NO, ad- 
sorbiert wird, so wiirde ein Parallelismus in der Wirkung von Anionen 
und Kationen bestehen. Auch bei den letzteren wirkt das am starksten 
adsorbierte Ion am meisten erniedrigend auf Zcy. Man kann vielleicht 
hier an die aus der Kapillarchemie bekannte Tatsache denken (vgl. 
Freundlich, 8.297), daB Anionen von Kationen an das Adsorbens 
mitgeschleppt werden oder auch, wie in unserem jetzigen Falle, Kationen 
von Anionen. 

2s gibt aber auch andere Erklarungsméglichkeiten der Wirkung 
der Anionen. Z.B. sei darauf hingewiesen, daB die adsorbierende 
Oberflachenschicht des Protoplasmas ein Durchgangsort ist. Die ad- 
sorbierten Ionen werden allmahlich nach innen beférdert. Weil hierbei 
namentlich die Anionen mehr aktiv bewegt werden (Theorie der An- 
ionenatmung, 4,5), so muB von einem rasch aufnehmbaren Anion 
wie NO,, in jedem Augenblick relativ weniger in der Oberflachenschicht 
angereichert sein als von einem langsam aufnehmbaren wie Cl (NO, 
wird zwei- bis dreimal schneller als Cl] aufgenommen). Dieser raschere 
Durchtritt der NO,-Ionen durch die Membran bedingt elektrisch eine 
raschere Passage der Kationen (in diesem Falle der K-Ionen), dic 
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hierbei mitgeschleppt werden. Die in jedem Augenblick herrschende 
Flachenkonzentration des Kaliumions wird also in Anwesenheit von 
NO, niedriger als in Anwesenheit von Cl, was umgekehrt einen héheren 
Zcy-Wert und ein mehr negatives Potential mitbringen mub. Die 
experimentellen Untersuchungen iiber diesen Punkt werden fortgesetzt. 

In Tabelle XIII werden noch einige Versuche mit Ca- und Ba-Salzen 
wiedergegeben, welche Unterschiede in der Wirkung der Anionen zeigen. 
Die verschiedenen Zonen der Wurzel reagieren etwas verschieden, 
indem die Differenzen in der eigentlichen Absorptionszone (3) gréBer 
als in dem Spitzenteil sind. Dies entspricht auch dem oben gegebenen 
Erklarungsversuch. 


Tabelle XIII. Potentialbestimmungen in Kalium- und Barium. 
salzen. 





Potentiale in Millivolt 


Zone 2 Zone 3 


n/1000 CaCl, — 56 ~ 59 — 25 
n/1000 Ca(NOz)o9 ) - 66 — 40 ‘ 
n/100 pe — 3 37 8 ee 


n/1000 BaCl, 35 20 — 16 
n/1000 Ba(NOs)s — 45 — 55 14 


Die hier dargelegten Verhaltnisse bringen neue Beweise fiir den 
Satz, daB die Salze nur als Ionen, nicht als Molekiile oder indifferente 
Ionenpaare aufgenommen werden. Es zeigt sich namlich, daB die 
Kationen immer in der Wirkung dominieren, sowohl wenn sie mit 
langsamer gehenden als wenn sie mit schneller gehenden Anionen 
kombiniert sind. Als Beispiel kann KCl und KNO, genannt werden. 
Bei dem ersteren eilt K voraus, bei dem letzteren NO,. Bei den Barium- 
salzen eilen sowohl Cl wie NO, voraus, aber die Potentialkurven haben 
dieselbe relative Lage zueinander wie bei den Kaliumsalzen. Kénnten 
Ionenpaare ohne Adsorption und Ionenaustausch aufgenommen werden, 
so wiirden offenbar nur die ,,iiberschiissigen‘‘ Kationen das Potential 
andern, was durchaus im Widerspruch mit den Beobachtungen steht. 


Zusammenfassung. 


1. Mittels Flissigkeitselektroden spezieller Form wurden Potential- 
messungen an der Grenzfliche Wurzelprotoplasma : Lésung ausgefiihrt. 
Durch die Wahl einer geeigneten Fliissigkeit in den oberen Elektroden 
wurde das Potential der oberen Grenzfliche (Schnittflache) der Wurzel 
auf ungefahr Null gehalten. 

2. Die schon theoretisch wahrscheinliche Tatsache, daB an der 
Grenzflache Protoplasma : Lésung in erster Linie die Wasserstoffionen 
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potentialbildend sind, wurde in verschiedener Weise experimentell 
bestatigt. Die metallischen Kationen haben auch dann keine nennens- 
werte Wirkung auf das Grenzpotential, wenn das H-Ionenpotential] 
auf Null gehalten wird. Dasselbe gilt von den Saureanionen. 

3. Bei vollstandiger Abwesenheit von metallischen Kationen in der 
Oberflachenschicht des Protoplasmas wird eine maximale H-Ionen- 
ladung erreicht, die einer Konzentration von etwa 0,562 . 10-3 (py = 3,25) 
entspricht. Dieser Wert gilt fiir Weizenwurzeln und ist einer gewissen 
Schwankung (etwa zwischen py 3,1 bis 3,5) unterworfen. Durch hohe 
iuBere Wasserstoffionenkonzentration kénnen Werte unter py = 3 
erzielt werden, was aber ein schnelles Absterben verursacht. Sonst 
haben dauBere Bedingungen eine ziemlich begrenzte Wirkung auf die 
maximale Wasserstoffionenkonzentration des Protoplasmas. 

4. Metallische Kationen werden in Kontakt mit der Oberflachen- 
schicht des Protoplasmas schnell und energisch adsorbiert. Diese 
Adsorption muB als ein Austauschvorgang mit den an der Oberflache 
haftenden H-lonen aufgefaBt werden. Wenn man niamlich von der 
Annahme ausgeht, daB ein aquivalenter Austausch stattfindet, kann 
man, von den beobachteten Potentialen ausgehend, fiir die Kationen- 
adsorption das Prinzip der Adsorptionsisotherme in Anwendung bringen. 

5. Die Adsorptionskraft der Kationen nimmt in der Reihe Li < Na 
< K< Ca < Ba zu. Weil die H-Ionen viel starker als die metallischen 
Kationen adsorbiert werden, wird die Intensitaét der Adsorption der 
letzteren stark von der duBeren H-Ionenkonzentration der Lésung 
begrenzt. Das Wechselspiel zwischen metallischen Kationen und 
H-Ionen kann vorlaufig durch eine Adsorptionsgleichung ausgedriickt 
werden, in der die beiden Ionenkategorien einen verschiedenen Ad- 
sorptionskoeffizienten haben. 

6. In neutraler Lésung eines Salzes findet schon in sehr groBer 
Verdiinnung ein weitgehender Austausch von H-Ionen durch Metallionen 
statt, wodurch der aktuelle cy-Wert der Protoplasmaoberflache sinkt 
(bzw. das py steigt). Schon in einer n/1000 Lésung steigt der py-Wert 
der Protoplasmaoberfliche auf etwa 6. Diese Verhialtnisse haben 
natiirlich groBe Bedeutung sowohl fiir die Micellarstruktur des Proto- 
plasmas, wie fiir den Vorgang der Ionenaufnahme, die in der Regel aus 
sehr stark verdiinnter Nahrlésung stattfindet. Die Adsorptionsgleich- 
gewichte stellen sich sehr schnell (in 1 bis 2 Minuten) ein. 

7. Der maximale cy-Wert des Protoplasmas ist nur ein idealer 
Grenzwert, der im normalen Leben nie erreicht wird. Er ist der Aus- 
druck fiir das maximale Bindungsvermégen des Protoplasmas fiir 
Kationen, fiir die Flachendichte der Valenzen bzw. fiir die saure Disso- 
ziation der amphoteren Bausteine der Hautschicht. Weil im normalen 
Leben der Zellen die meisten dieser Valenzen durch metallische Kationen 
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besetzt sind, ist wahrscheinlich die Basendissoziation, die fiir die An- 
ionenaufnahme wichtig ist, nicht so stark zuriickgedrangt, wie man nach 
dem maximalen cy-Wert des Protoplasmas annehmen kénnte. 

8. In destilliertem Wasser wird die maximale H-Ionensattigung 
des Protoplasmas niemals erreicht, weil bei py = 7 die metallischen 
Kationen, die von dem Innern der Zelle herbeigefiihrt werden, sehr stark 
adsorbiert sind. Nur in sauren Lésungen, z. B. reiner Salzsiure von 
pu = 4 oder Puffergemischen von py = 3, kann der maximale cy-Wert 
gemessen werden. Puffergemische geben bei héheren py-Werten falsche 
Werte, weil die in ihnen enthaltenen Kationen zum Teil adsorbiert 
werden und den aktuellen cy-Wert des Protoplasmas senken. 

9. Durch Potentialmessungen in Lésungen, in denen Anionen und 
Kationen von sehr verschiedener Beweglichkeit kombiniert werden, 
wird direkt bewiesen, daB die hochdissoziierten Salze immer als Lonen, 
bei getrenntem Austausch gegen H* bzw. OH~ (oder HCO_), dagegen 
niemals als neutrale ,,lonenpaare durch die Oberflachenschicht des 
Protoplasmas hindurchtreten. 

10. Sowohl die direkte wie die indirekte Wirkung der Anionen auf 
die Potentialbildung ist ziemlich unbedeutend, was sicherlich auf der 
geringen potentialbildenden Wirkung der OH-Ionen beruht. Dagegen 
scheint das durch die Geschwindigkeit der Ionenaufnahme des Organs 
bedingte Ma®B der ,,Sattigung‘ der potentialbildenden Grenzschicht 


mit Salzionen u. a. durch die Anionen bedingt zu werden, weil diese 
aktiv in die Zellen aufgenommen werden. 
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Natriumbestimmung mit dem Pulfrich-Photometer. 
Von 
L. Jendrassik und M. Halasz. 
(Aus der Medizinischen Klinik der k. Erzsébet-Universitat, Pécs, Ungarn.) 
(Eingegangen am 27, Mai 1938.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Zur Bestimmung des Natriumgehalts von Kérperfliissigkeiten, wie fii 
die quantitative Natriumbestimmung iiberhaupt, haben sich am besten die 
von der Streng-Kolthoffschen Fallung ausgehenden Triacetatmethoden 
bewahrt. Die Ausscheidung des Natriums erfolgt dabei aus der alkoholischen 
Lésung in Form eines Zink (oder Magnesium) enthaltenden Uranyl 
Tripelsalzes: Zn Na(UO,),(CH,COO), .6H,O. In einigen dieser Methoden 
wird die Menge des Niederschlags gravimetrisch bestimmt. Eine Verein- 
fachung dieses Verfahrens hat der eine von uns nach zweckmaBiger Ab- 
anderung durch Anwendung der Federtorsionswaage erreicht [Jendrassik und 
Dziobek (1)}. Bekannt sind ferner die volumetrischen Methoden des Triacetat - 
verfahrens, bei welchen der Essigsiure- oder Urangehalt des Nieder- 
schlags alkalimetrisch bzw. oxydimetrisch oder phosphatometrisch (vgl. 7) 
ermittelt wird. SchlieBlich wurden schon vor langer Zeit Versuche an- 
gestellt, diese Fallung auf Grund gewisser Farbreaktionen des Urans kolori- 
metrisch auszuwerten. Hierher gehért die von Barrenscheen und Messiner 
angegebene Ferrocyanidmethode (2), die jedoch nicht als die giinstigste 
Lésung der Frage angesehen werden kann, da das entstehende Farbprodukt, 
das Uranylferrocyanid bzw. Uranylkaliumferrocyanid eine starke Neigung 
zum Ausfallen besitzt. 

Vorliegende Arbeit wurde urspriinglich mit der Absicht begonnen, 
den Natriumgehalt aus der Abschwachung des Farbtones des gelben 
Fallungsreagens oder aus der Eigenfarbe des Triacetatniederschlags zu 
bestimmen (vgl. 3). Das Pulfrich-Photometer ist; besonders bei An- 
wendung des die violetten Strahlen isolierenden Farbfilters 8S 43 zur 
Messung schwach gelber Farben vorziiglich geeignet. Die Versuche 
lehrten uns aber, daB noch bessere Wege zu finden sind, und zwar durch 
Heranziehung geeigneter, bisher unbekannter Farbreaktionen, welche 
starker gefirbte Produkte ergeben. Am geeignetsten war die Reaktion, 
die das Uranylzinkacetat und das Uranylzinknatriumacetat mit Citraten 
gibt. Mischt man das Fallungsreagens oder den in Wasser aufgelésten 
Niederschlag mit 5 bis 20° Natrium- oder Kaliumcitrat, so entsteht 
eine intensiv kanariengelbe Farbe, welche in ihrer Starke den Farbton 
des urspriinglichen Uranylkomplexsalzes vielfach tibertrifft. Die ent- 
standene Substanz ist aller Wahrscheinlichkeit nach eine weitere 
Komplexverbindung, in welcher sich das Citrat oder Citration mit dem 
Triacetatmolekiil verbindet. Uranylsalze allein (z. B. Uranylacetat. 
Uranylnitrat) geben die Reaktion nicht. Mit der Darstellung des Pro- 
duktes und seiner Eigenschaften befaBten wir uns nicht, da diese Fragen 
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vorlaufig auBerhalb unseres Interessenkreises liegen. Wir begniigen 
uns mit der Feststellung, daB die neue Komplexverbindung in der 
Literatur unbekannt ist und in dem 1936 erschienenen Bande des 
ausfiihrlichen Gmelinschen Handbuches der anorganischen Chemie 
[Bd. Uran und Uranverbindungen, vgl. (5)] nicht genannt wird. Gelegent- 
lich dieser Arbeit fanden wir auch andere Farbreaktionen des Urans, 
welche wir an anderer Stelle mitteilen werden. 


Fiir die Anwendung dieser Reaktion miissen wir wissen, daB sie sich 
in voller Farbstarke nur dann entwickeln kann, wenn das Reagens bzw. der 
Triacetatniederschlag vor dem Zufiigen des Citrats nicht langere Zeit dem 
Licht ausgesetzt war. Die Reaktion bleibt z. B. aus, wenn isolierter und 
in Pulverform monatelang im Zimmer bei Tageslicht aufbewahrter Triacetat - 
niederschlag benutzt wird und ist wesentlich schwacher, wenn das zur 
Fallung benutzte Reagens einige Tage lang bei Zimmerlicht aufbewahrt 
worden war. AuBer der Farbreaktion leidet aber auch die Niederschlags- 
bildung unter diesen Umstinden. Das Erscheinen des Niederschlags ist 
verzogert, seine Menge zu gering, es versagt also auch die gravimetrische 
und volumetrische Methode. Die durch diese Eigenschaften bedingten 
Nachteile sind leicht vermeidbar, wenn man das Reagens nur im Dunkeln, 
zweckmaBig auch in dunklen Glasern aufbewahrt. Das Reagens ist namlich 
regenerierbar. Steht eine Reagenslésung, welche ihre Wirksamkeit durch 
Stehen am Licht zum Teil eingebiiBt hat, ebenso lange wieder im Dunkeln, 
so kommt die Farbreaktion ihres Niederschlags wieder in voller Starke 
zustande. 

Diese Erscheinungen kénnen auf Grund unserer jetzigen Kenntnisse 
nicht mit Sicherheit erklart werden. Bekannt ist, daf Uranylsalze unter 
Lichteinwirkung organische Substanzen, also auch die mit dem Uranyl- 
radikal verbundenen organischen Séuren oxydieren kénnen, wobei das 
sechswertige Uran zu vierwertigem reduziert wird. AuBerdem sind photo- 
katalytische Effekte bekannt, bei welchen das durch Bestrahlung ,,aktivierte“ 
Uran Oxydationen und Reduktionen vermittelt, wobei es unverandert 
sechswertig bleibt. Diese Erscheinungen versucht eine Theorie von EF. Baur 
einheitlich zu erkliren, die bis jetzt allerdings noch keine allgemeine An- 
erkennung gefunden hat (5). Es ist vorderhand nicht zu_iibersehen, 
inwieweit die von uns beobachteten Erscheinungen in den Rahmen der 
bisherigen Auffassungen hineinpassen. Es ist méglich, da8 die durch das 
Licht verursachte reversible Hemmung der Citratreaktion eine Erscheinung 
ist, welche zur Erklarung dieser Wirkungen neue Anhaltspunkte liefert. 


Die genannten Lichteinfliisse bedingen zwar, wenn man fiir die 
Aufbewahrung des Reagens im Dunkeln sorgt, keinen wesentlichen 
Nachteil bei der Anwendung der Citratreaktion zur quantitativen 
Natriumbestimmung. Um jedoch den Febler mit voller Sicherheit 
auszuschalten, untersucht man am besten jedesmal auch eine Natrium- 
stammlésung von bekannter Starke und vergleicht den erhaltenen Wert 
mit dem Ergebnis dieser Probe. Das im folgenden beschriebene Ver- 
fahren beruht auf der Citratreaktion; es erméglicht die Bestimmung 
des Natriums schnell und in einfacher Weise, auch wenn nur wenig 
Material zur Verfiigung steht. 
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Das Verfahren. 


Prinzip. 


Fallung des Natriums nach Streng-Kolthoff als Uranylzinktriacetat. 
Der einmal gewaschene Niederschlag wird in Natriumcitratlésung 
gelést, die Intensitét der entstandenen gelben Farbe am Pulfrich- 
Photometer (S 43) gemessen und der Natriumgehalt aus der Extinktion 
ermittelt. Auch die Quecksilberlampe ist in Verbindung mit dem 
Spektralfilter Hg 436 oder 8 45 als Lichtquelle vorteilhaft anwendbar. 


Reagenzien. 

1. Uranfdllungsreagens (dasselbe wie zu unserer gravimetrischen Be- 
stimmung vgl. 1): 20g Uranylacetat + 60g Zinkacetat (beide reinst und 
natriumfrei) werden unter Zugabe von 60 cem konz. Essigséure in 320 cem 
Wasser unter gelindem Erwirmen gelést. Zur Aufbewahrung ist eine 
Flasche aus Jenaer Glas vorteilhaft, die auBen mit schwarzer Olfarbe an- 
gestrichen wurde. 

2. Trichloressigsiure, 20% ig (Jenaer Glas). 

3. Alkohol, 96 %ig. 

4. Alkohol, 96° ig, mit Triacetatniederschlag gesattigt: 0,1 bis 0,3 g 
Triacetatniederschlag wird zu etwa !/, Liter Alkohol gefiigt und im Dunkeln 
aufbewahrt. Vor dem Gebrauch wird die Suspension filtriert, und zwar 
durch ein aschefreies Filter, z. B. 589 Il (WeiBband) von Schleicher & Schiill. 
Zur Darstellung des Niederschlags werden zu 1 Volumen n/10 NaCl etwa 
2 Volumen Uranreagens und 5 Volumen Alkohol gegeben, der Niederschlag 
nach einer halben Stunde abzentrifagiert und mit Alkohol gewaschen. 

5. Natriumcitratlésung, 20 ig. 

6. Natriumchloridstammlésung, 60m°% Na* enthaltend (entspricht 
300 m% Serum-Natrium): 0,7632 g gepulvertes, 1 bis 2 Stunden auf 120° 
erhitztes NaCl wird in Wasser auf 500 ccm gelést. 


Ausfiihrung. 

Blutserum. 1 com Serum + 3 cem Wasser + 1 ccm 20°%ige Tri- 
chloressigsiure, filtrieren (aschefreies Papier: Schleicher & Schiill, 
Nr. 589 III, Blauband). Vom Filtrat wird 1 cem in ein Zentrifugenglas 
von 12 bis 15 ccm gemessen (am besten sind die Ecco-Réhren 2178b). 
Dazu werden 2 ccm Uranreagens + 5cem Alkohol gemischt. Gleich- 
zeitig werden auch zwei Kontrollen angesetzt: a) 1 com NaCl-Stamm- 
lésung + 0,2cem_ Trichloressigsiure + 2cem Uranreagens + 5 ccm 
Alkohol; b) Blindprobe. 1 ccm Wasser + 0,2 ccm Trichloressigsdiure 
+ 2 ccm Uranreagens + 5ccm Alkohol. 

Es geniigt, die Blindprobe b) einfach auszufiihren; die tibrigen 
Versuche sollen doppelt ausgefiihrt werden. 

Die Réhrchen werden zugedeckt eine halbe Stunde (oder mehr) im 
Eisschrank gehalten. Dann wird scharf zentrifugiert, die Fliissigkeit 
mit Hilfe eines Kapillarréhrchens mit der Wasserstrahlpumpe ab- 


* Wir empfehlen und gebrauchen die Bezeichnung_ ,,Milliprozent* 
= m% (= mp) an Stelle des Ausdrucks Milligrammprozent (mg%). 
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gesogen. Zum Waschen geniigen je 5 ccm der gesattigten alkoholischen 
Lésung (Nr. 4), der Niederschlag wird dabei mit einem Drahtriihrer 
aufgewirbelt. Nach nochmaligem Zentrifugieren wird die Fliissigkeit 
ganz abgesogen, sodann (bei nicht zu starkem Lampenlicht) je 10 cem 
Natriumcitrat zugesetzt und der Niederschlag unter Aufwirbeln gelést. 
Die Extinktion wird in Kiivetten von 3 cm Schichtdicke am Pulfrich- 
Photometer nach 10 bis 60 
Minuten (nicht spater) mit 
Filter S843 gemessen. Als 
Kontrolle wird die Blind- 
probe b) benutzt. 
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Berechnung. 


Der Zusammenhang 
zwischen Extinktion und 
Natriumkonzentration ist 
in der Abb. 1 wiederge- 
geben. Die Ordinate ent- 
halt die 3 cm-Extinktions. 
werte; an der Abszisse sind 
die Konzentrationen in 206 50 0 50 

sale? Serum—Na—= 
Milliprozenten der unter- 
pe eat pe 4 lie 0 oO 80 100 
suchten Lésung, ebenso die Lésungs Na 
fiinfmal héheren Serum- a 
werte aufgetragen. Zum 
Gebrauch zeichne man die Kurve in vergréBertem MaBstab auf ein 
Millimeterpapier. Aus dem gefundenen Extinktionswert wird an Hand 
der Kurve — falls das Fallungsreagens vollwertig war — die Natrium- 
konzentration unmittelbar gefunden. 














Sicher zuverlaBliche Werte erhalt man, wenn man das Ergebnis 
auf Grund der untersuchten Stammlésung umrechnet. Ergab sich aus 
der Kurve die Natriumkonzentration der untersuchten Lésung zu 
Pm%, und die der Stammlésung (entsprechend 300 m%) zu S m%, 
so ist der korrigierte Wert der untersuchten Lésung in Milliprozenten: 


300. P 
maa iets 
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Bestimmung im Harn. 


Wie bekannt, miissen hier die Phosphate wegen ihrer hohen Kon- 
zentration vorher entfernt werden. Hierzu ist eine saure Lésung von 
Uranylacetat vorziiglich geeignet, welche zugleich das etwa vorhandene 


Eiwei®8 ausfallt [vgl. Foelling (4)]. 


Uranylacetatlésung: 3g Uranylacetat (analysenrein und natriumfrei) 
+ 3cem konz. Essigsiure werden in 100 cem Wasser gelést. —- Verfahren: 
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1 Volumen Harn + | Volumen Uranylacetat, nach 15 Minuten + 3 Volumen 
Wasser, filtrieren. Vom Filtrat wird 1 ccm wie das Serumfiltrat behandelt. 
Auch die Berechnung ist die gleiche. 

Fiir Liquor cerebrospinalis ist sowohl] das fiir das Serum, als auch 
das fiir den Harn beschriebene Verfahren brauchbar. 

In Punktionsflissigkeiten mit héherem EiweiBgehalt ist die fiir 
Serum beschriebene Trichloressigséurefaillung anwendbar. 

Die Konzentration der zum Vergleich dienenden Lésung soll sich 
von der zu untersuchenden nicht zu stark (héchstens um 10 bis 20 %) 
unterscheiden. Sind wir iiber den zu erwartenden Wert vollig un- 
orientiert, so ist die Einstellung von zwei bis drei verschiedenen Ver- 
gleichslésungen von Vorteil. 

Die Berechnung wird vereinfacht, wenn wir an Stelle der iiblichen 
Stupholampe als Lichtquelle eine Quecksilberlampe benutzen. Eine 
solche Lampe wird von Carl Zeiss fiir das Pulfrich-Photometer unter 
dem Namen ,,Hagephot‘ bereits hergestellt. Sie ist an der optischen 
Bank der neueren Instrumente aufstellbar. Untersucht man die Citrat- 
reaktionsgemische in Quecksilberlicht unter Verwendung des Filters 
Hg 436 oder S 45, so erweist sich die gefundene Extinktion dem Natrium- 
gehalt véllig proportional und der Serumwert ergibt sich aus dem 
3 cm-Extinktionswert in Milliprozenten aus der Gleichung: ¢ = 1,453 B,. 
(Die Konzentration der gefallten Lésung ist fiinfmal héher.) Wenn die 
Bestimmung auf Grund der Untersuchung einer 300 m°%, entsprechenden 
Stammlésung kontrolliert wird, ist die Berechnung unmittelbar auf 
Grund der ermittelten Extinktionen méglich. Ist 8, die aus der Stamm- 
lésung gefundene Extinktion und P, die Extinktion aus der untersuchten 
Lésung, so ist der gesuchte korrigierte Wert in Milliprozenten: 

300. Ps 


C= . 
u , 
Ss 
Das Verfahren kann auch mit Photometern anderer Art ausgefiihrt 
werden. Auch Kolorimeter sind geeignet, wobei z. B. in einem Duboscq- 
Instrument die Probe und dann die Blindprobe mit der Stammlésung ver- 
glichen werden. Diese Art der Bestimmung ist aber natiirlich viel weniger 


genau. 
Zur Erklirung des Verfahrens. 


Die zur Ermittlung der Natriumkonzentration dienende Kurve wurde 
mit sorgfaltig ausgetrocknetem, reinem NaCl in geeichten Geraten her- 
gestellten Lésungen ermittelt. In fiinf Untersuchungsreihen ergaben sich 
aus je zwei Parallelbestimmungen die in der untenstehenden Tabelle zu- 
sammengefaBten Werte, auf denen das oben angegebene Diagramm beruht. 





N Serum-N se Na 
leem NaCl} * | — E3 1cem NaCl | 
m°/9 m°/o 


n/20 115 | 575 2,61 | n/53,3 1,19 
n/26,7 86,25 | 431.3 | 214 | n/80 28,75 143,75 | 0,795 
n/40 57,5  287,5 | 1,54 
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Die zwischenliegenden Stellen der Kurve wurden durch Einzelbestim- 
mungen iiberpriift und richtig gefunden. Der Zusammenhang zwischen 
Natriumgehalt und Extinktion ist nicht deshalb unlinear, weil der Farb- 
stoff dem Beerschen Gesetz nicht folgt. Das Verhalten des Farbstoffs 
entspricht dem Beerschen Gesetz vollstandig. Eine Abweichung besteht 
aber von dem Lambert-Beerschen und dem eigentlichen Lambertschen 
Gesetz, weil das benutzte Licht — wie in Filterphotometern im allgemeinen— 
nicht véllig monochromatisch ist und die Absorption im durchgelassenen 
Wellenlangengebiet nicht ganz gleichmaBig verlauft. Bei dem praktisch 
monochromatischen Licht, welches dem Linienpaar 434—436 mu der 
Quecksilberlampe entspricht und vom Spektralfilter Hg 436 und 8S 45 
elektiv durchgelassen wird, fallen diese Abweichungen weg, die Verhalt- 
nisse entsprechen vollstandig den Absorptionsgesetzen und die Berechnung 
kann mit Hilfe eines allgemeinen Faktors erfolgen. 

Die Abweichungen von den Absorptionsgesetzen, welche bei der Unter- 
suchung gewisser Farbstoffe unter Verwendung von Gliihlampenlicht in 
Filterphotometern vorkommen, diirften allgemeines Interesse beanspruchen. 
Sie sollen daher an anderer Stelle eingehend behandelt werden. 

Die Farbe ist bei schwach alkalischer Reaktion am starksten, wie sie 
durch die angewandte starke Citratlésung ohnehin bedingt ist. Ansauern 
oder die Verwendung von Citronensaure selbst fiihrt zum Verblassen. 

Die vorgeschriebene Citratmenge bedeutet einen UberschuB, dessen 
geringe Schwankungen ohne Einflu8 bleiben. —- Bei lingerem Stehen 
erfolgt eine langsame Zunahme der Farbstairke, so daB die abgelesene 
Extinktion nach 12 bis 24 Stunden um einige Prozente (etwa 5 bis 15) héher 
wird. Weiterhin bleibt dann dieser Wert konstant. Da diese Steigerung 
der Farbstarke sehr langsam erfolgt, kann davon ganz abgesehen die nach 
10 bis 60 Minuten bestehende Farbstarke gemessen und als Grundlage der 
Berechnung genommen werden. 

Das Verfahren gibt gute Additionswerte, wovon wir uns im Serum 
in mehreren Fallen iiberzeugt haben. Die Parallelwerte weichen voneinander 
nur selten um mehr als 3% ab. Der quadratische mittlere Fehler betragt 
ungefaihr + 1%. Neben ausreichender Genauigkeit ist auch die Einfachheit 
ein Vorteil der Methode. Der Niederschlag braucht nur einmal gewaschen 
zu werden, was gegeniiber der volumetrischen Methode vorteilhaft ist, bei 
der ein viermaliges Waschen vorgeschrieben ist. Das Verfahren ist sowohl 
zu biochemischen wie zu klinischen Zwecken gut geeignet und steht in 
unserem Laboratorium schon iiber 1 Jahr im Gebrauch (6). 


Zusammenfassung. 


Zur Bestimmung des Natriums wird eine neue, photometrische 
Methode angegeben, welche sowohl fiir reine Lésungen als auch fiir 
K6rperfliissigkeiten gut brauchbar ist. Das Natrium wird als Zink- 
natriumuranylacetat gefillt, der getrennte Niederschlag in Natrium- 
citrat gelést, wobei eine bisher unbekannte intensiv gelbe Komplex- 
verbindung entsteht. Die am Pulfrichschen Stufenphotometer mittels 
Filter 8 43 ermittelte Extinktion ergibt den Natriumgehalt aus einer 
empirisch festgestellten Kurve, vorteilhaft unter Kontrolle mit be- 
kannten Stammlésungen. Der Vergleich kann auch kolorimetrisch 
vorgenommen werden. 
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Der Zusammenhang zwischen Natriumgehalt und Extinktion ist 
nur aus optischen Griinden nicht ganz linear. Wird die Extinktion 
unter Verwendung einer Quecksilberlampe (Filter Hg 436 oder S 45) 
vorgenommen, so ist das Verhaltnis linear und der Natriumgehalt 
mit Hilfe eines Faktors zu berechnen. 
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Uber die Absorptionsspektren 
organischer Stoffe in konzentrierter Schwefelsiure. 
Ill. Mitteilung: 

Stoffe mit Athylen- und Carbonyigruppen. 

Von 
Fritz Bandow. 

(Aus der Medizinischen Klinik der Universitat Freiburg i. Br.) 
(Eingegangen am 5, Juni 1938.) 


Mit 6 Abbildungen im Text. 


E. Stoffe mit Athylenbindung'. 


Die C=C-Bindung ist ungesiattigter Natur und bedingt eine be- 
sondere Anordnung der Elektronen. Darauf geht ihre chromophore 
Wirkung und ihre chemische Reaktionsfihigkeit zuriick. Stoffe mit 
Athylenbindung zeigen im Ultraviolett gut ausgeprigte Spektren, und 
zwar sowohl in Lésungsmitteln, welche keine Reaktion veranlassen, als 
auch besonders nach bestimmten chemischen Umsetzungen. Es ist 
méglich, die Spektren bei biochemischen Untersuchungen als Nachweis- 
mittel zu verwenden, und es ist notwendig, sie zu kennen, da Ver- 
bindungen aus dieser Gruppe in der Lebewelt weit verbreitet sind und 
Farbreaktionen auf andere Stoffe beeinflussen und stéren kénnen, so 
daB dieser Abschnitt im Rahmen unserer systematischen Untersuchungen 
besondere Bedeutung hat. 

Bisherige Kenntnis. Die C=C-Bande liegt bei den einfachen 
ungesattigten Kohlenwasserstoffen sehr kurzwellig, auBerhalb unseres 
MeBbereiches, der bei 2200 A endet. Durch Verkniipfung mit anderen 
Chromophoren und durch Einwirkung sonstiger Nachbargruppen wird 
sie nach Langwellig verlagert. Dies ist z. B. bei den Polyencarbonséuren 
planmaBig untersucht worden: das Maximum liegt in alkoholischer 
Lésung fiir die Crotonsaiure bei 2040 A, fiir die Dekatetraensaure bei 
3280 A: die Absorptionskoeffizienten steigen linear mit der Zahl der 
Doppelbindungen an, sind also bei der Dekatetraensiure viermal so 
groB wie bei der Crotonsiure mit nur einer Doppelbindung (3) (4). — 
Die starke Absorption der Elaostearinsiure (3 Doppelbindungen): bei 
2700 A ist bei Untersuchungen iiber den Fettstoffwechsel verwendet 


1 Angaben tiber die Versuchsweise siehe I. Mitteilung (1). Einige zu- 
sammenfassende Darstellungen itiber Absorptionsspektren und ihren Zu- 
sammenhang mit der chemischen Konstitution sind in den beiden friiheren 
Mitteilungen angefiihrt (1) (2). Da im Schrifttum kein einheitlicher Brauch 
besteht, sei daran erinnert, daf} wir den molaren Absorptionskoeffizienten k 
mit dekadischen Logarithmen berechnen und die Schichtdicke in em messen. 
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worden (5) (6). — In diesem Zusammenhang ist ferner an die starken 
Banden zu erinnern, welche wir bei Oxycarbonsauren in Schwefelsaiure 
gefunden haben (2). Sie sind jedenfalls auf die Neubildung von Athylen- 
bindungen unter Wasserentziehung zuriickzufiihren [vgl. (7), 8. 204]: 
um die niedrigsten Glieder der Reihe der ungesattigten Fettsiuren kann 
es sich dabei aber nach den weiter unten beschriebenen Messungen nicht 
handeln, wie ein Vergleich der Lagen der Absorptionsmaxima lehrt; 
eher ist an die Bildung ungesattigter Ringe zu denken. 


Fiir die optischen Erscheinungen in Schwefelsiure haben sehr wahr- 
scheinlich Kondensationsvorginge Bedeutung, die an der Doppel- 
bindung leicht angreifen und zu kraftig absorbierenden Stoffen fiihren 
kénnen. Auch in alkalischer Lésung unterliegen die mehrfach un- 
gesittigten Sauren einer Umwandlung, welche eine starke Erhéhung 
der Lichtabsorption in dem Bereich um 2300 und 2700 A bedingt; 
durch Kochen mit alkoholischer Kalilauge steigt die Absorption fiir 
Saéuren mit zwei und drei Doppelbindungen auf das 10- bis 70fache an, 
wahrend die Einwirkung bei der Olsiure mit nur einer C=C-Gruppe 
gering ist (8). 

Ungesdttigte Monocarbonsduren. 

Von den untersuchten Sauren zeigen diejenigen mit kurzer Kohlen- 
stoffkette keine Besonderheiten (Abb. 1). In Schwefelséure tritt im 
wesentlichen nur eine steile Absorption am kurzwelligen Ende unseres 
MeBbereiches auf, die bei der Crotonsaiure ein Maximum bei 2300 A 
erreicht. Von dieser Saéure wurden auch der Methyl- und Athylester 
untersucht, ohne daB ein Unterschied erkennbar wurde. Nachtragliche 
Verdiinnung der Schwefelsaure ergibt eine Verlagerung nach Kurzwellig, 
so daB wir das Maximum nicht mehr erfassen kénnen. Acrylnitril zeigt 
im Vergleich zu dem abgebildeten Acrylséureester einen flacheren und 
etwas weiter nach langen Wellen reichenden Absorptionsverlauf, aber 
ebenfalls ohne selektive Bande. 


Wesentlich andere Erscheinungen zeigen sich bei Ubergang zu 
langeren Kohlenstoffketten (Abb. 1). Dabei sind die Schwefelsaure- 
spektren der untersuchten C,,-, Cyg- und C,,-Sauren sehr ahnlich und 
daher nur in Beispielen in der Abbildung wiedergegeben. Uberein- 
stimmend zeigen sie eine starke Bande bei 3000 bis 3100 A. Langwellig 
reicht die Absorption kraftig in das Sichtbare hinein, Bei Verdiinnung 
der Schwefelséure wird die Hauptbande ein wenig nach Kurzwellig 
verschoben; dazu tritt — besonders deutlich bei Verdiinnung mit 
Alkohol — eine neue, schwichere Selektivitét in der Nihe von 3700 A 
hinzu, die als Bande oder — bei der Leinélsiure — wenigstens als Stufe 
im Absorptionsverlauf erscheint. Damit hangt auch eine Verstarkung 
der Absorption im Sichtbaren zusammen. — Am Hauptmaximum fanden 
wir fiir Undecylen-, Linol-, Linolen-, und Erucasaéure sowie fiir élsaures 
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Natrium einen ahnlichen Absorptionskoeffizienten, an freier Olsaure 
einen deutlich geringeren!. Der langwellige Teil der Absorption, welcher 
die sichtbare Farbe der Schwefelsiurelésungen bedingt (Braun in ver- 
schiedener Ténung), ist bei Linol- und Linolensaéure mit zwei bzw. drei 
Doppelbindungen erheblich stirker als bei den anderen Sauren, die 
nur eine Doppelbindung in der Kohlenstoffkette enthalten. Bei 5000 A 
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a nn) a) a) 
Abb. 1. Ungesdttigte Monocarbonsiuren. 
1 —— Acrylsiiuremethylester, CH=CH .COO.CH3. 
2 - Crotonsiiure, CH3 .CH=CH.COOH. 
3 Undecylensiiure, CH,=CH .(CH»)g . COOH. 
—-— Olsaures Natrium, CH, .(CH,);.CH=CH .(CH,); .COONa. 
Leinélsiiure, CH, .(CH»),.CH=CH.CH,.CH=CH .(CH.); . COOH. 
1 bis 5 in 96%iger H,SO,. 
Olsaures Natrium in nachtriiglich mit Alkohol auf 68% verdiinnter H,S0O,. 


ist der Absorptionskoeffizient der Leinélsiure rund viermal so gro, 
derjenige der Linolensdure fast zehnmal so gro wie bei den einfach 
ungesattigten Saéuren. Es diirfte hier — wie sicher auch sonst haufig — 
der Fall vorliegen, daB der langwellige Teil der Absorption durch andere, 
in ihrer Entstehung starker von Nebenumstanden abhangige Stoffe 
verursacht wird als die weniger beeinfluBbare, kurzwelliger liegende 
Hauptabsorption ; es sei an die Abweichungen im Schwefelsiurespektrum 
des Furfurols und der Zucker bei Ubereinstimmung in den Hauptbanden 
verwiesen (1). Die erwahnten Unterschiede der einfach und mehrfach 
ungesittigten Sauren kénnten z. B. durch stufenphotometrische Mes- 
sungen genauer verfolgt werden. 


1 Wie weit bei solchen Stoffen Nebeneinfliisse, z. B. durch den Zutritt 
der Luft wirksam werden, mii®te durch weitere Messungen mit besonderer 
Versuchsanordnung gepriift werden. 
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In alkoholischer Lésung absorbiert Olséure nur im kurzwelligen Ultra- 
violett. Bei 3000A betragt die Steigerung des Absorptionskoeffizienten 
durch die Reaktion mit der Schwefelsiure mehr als das 200fache, ebenso 
bei der Leinélséiure. Die Absorptionsverstérkung im mittieren Ultraviolett 
iibertrifft also die in alkalischer Lésung beobachtete (8), ohne dafB am 
Maximum bei 3050A eine derartige Abhangigkeit von der Anzahl de: 
Doppelbindungen in der Kohlenstoffkette erkennbar wird, wie sie in Lauge 
beobachtet wurde. Freilich ist bei dem in allgemeiner Hinsicht sinn- 
volleren Vergleich der Absorptionsmaxima, auch wenn diese in verschiedenen 
Lésungsmitteln an verschiedenen Spektralstellen liegen, die Verstérkung 
durch die Einwirkung der Schwefelsaéure sehr viel geringer. 

Ol- und Leinélsiure wurden auch in Schwefelséure-Alkoholgemischen 
angesetzt. Auch mit 68°, H,SO, ergibt sich noch eine sehr starke Farb- 
reaktion, wobei wieder die langwellige Absorption bei der Leindlsiure 
erheblich stairker ist. Die Bandenverhaltnisse entsprechen den an nach- 
triglich verdiinnter Saure gefundenen. Zugabe der Fettséure zum Schwefel- 
siure-Alkoholgemisch und von Schwefelsaure zu entsprechend konzentrierte1 
alkoholischer Fettsaéurelésung lieferte im langwelligen Teil deutlich ver- 
schiedene Absorptionskoeffizienten; diese Verhaltnisse waren n6tigenfalls 
noch naher zu untersuchen. In Mischungen von Alkohol und Schwefelsaure 
im Volumenverhaltnis 7:3 sind Olsiure und Leinélséure nicht mehr kla: 
léslich und ergeben dementsprechend abgeschwachte Farbreaktionen. 


Der in Schwefelsiure entstehende Chromophor ist bei den an- 
gegebenen, héheren ungesittigten Fettsiuren ohne Zweifel der gleiche 
oder doch sehr ahnlich. Es ist aber darauf hinzuweisen, daB eine Ab- 
sorption mit nicht stark abweicher'dem Verlauf auch an ganz anderen 
Stoffen gefunden wurde: die Hauptbande des Schwefelséurespektrums 
liegt bei Desoxycholsiure und Cholesterin etwa bei 3100 A (9), fiir 
Cholestenon bei 2900 A; hieriiber wird in einer spiteren Abhandlung 
eingehender berichtet werden. In Aufarbeitungen von Blut, Stuhl oder 
Harn, wie sie zur Gewinnung von Gallensiéuren vorgenommen werden, 
sind Olsiure und verwandte Kérper stérend ~virksam. Sie ergeben bei 
Afhsatz in konzentrierter Schwefelsiure betrachtliche Fluoreszenz, 
starke Farbung im Sichtbaren und eine Hauptabsorptionsbande bei 
3000 bis 3100 A. Dadurch wird eine Cholsiurebestimmung je nach dem 
angewandten Verfahren vereitelt oder doch erschwert (9) (10). Ahnliche 
Absorptionsspektren zeigt, vermutlich hauptsachlich durch sterin- 
artige Kérper bedingt, das Unverseifbare des Blutserums, auch nach 
Entfernung des Cholesterins (9) (11). — Die Schwefelséiurespektren un- 
mittelbar zum Nachweis der héheren ungesattigten Fettsiuren zu ver- 
wenden, scheint im allgemeinen wegen des angegebenen Mangels an 
Eindeutigkeit nicht zweckmaBig. Abhilfe kann in gewissem Umfang 
Hinzunahme der Verdiinnungsreaktion verschaffen, da diese oft ein 
abweichendes Spektrum ergibt; Beispiele hierfiir sind schon in den bis- 
herigen Darlegungen enthalten, weitere werden spater hinzutreten. 
z. B. bei der Besprechung des Progesterons, dessen Schwefelsdure- 
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verdiinnungsreaktion ohne spektrale Zerlegung bereits zum Nachweis 
dieses Hormons angewandt wurde (12). 


Die zur kolorimetrischen Bestimmung ungesittigter Fettsauren emp- 
fohlene Reaktion mit Schwefelséure von héherer Konzentration in Gegen- 
wart von Watte [Furfurolbildung! (13)] gehért zu den mannigfachen ge- 
mischten Farbreaktionen, die in starker Schwefelséure ablaufen. Sie 
kénnen auch bei den mit einfachen Stoffen angesetzten Schwefelsaure- 
lésungen eine Rolle spielen, wenn mehrere verschiedene Reaktionsprodukte 
entstehen und sich gegenseitig beeinflussen, sie gehéren aber eigentlich nicht 
zum Gegenstand dieser Untersuchungsreihe. 


Auch in Phosphorsiure ergibt Olséiure einen Stoff mit dem Absorptions- 
maximum in der Nahe von 3100 A; auBerdem tritt eine Nebenbande bei 
4150 A auf. — Hervorzuheben ist ferner, da®B die Schwefelsiurebande bei 
3100 A in sehr kurzer Zeit (wenige Minuten) nach Ansatz der Lésung aus- 
gebildet wird (gepriift an Leinédlsiure). Altere Lésungen sind im ganzen 
deutlich dunkler, ohne aber wesentliche Anderungen des Spektrums darzu- 
bieten. Die Abbildungen beziehen sich stets auf 24 Stunden alte Ansatze. 
Im Laufe der Monate nimmt die Absorption vor allem im Sichtbaren weiter 
zu, die Hauptbande wird ein wenig nach Kurzwellig verschoben, und die 
Selektivitaét bei 3700A tritt hervor (gepriift an élsaurem Natrium und 
Linolensaéure); langes Stehen der konzentrierten Schwefelsiurelésungen 
wirkt hier also in derselben Richtung wie Verdiinnung der Saure; es sei 
bemerkt, daB die Lésungen selbstverstindlich vollkommen verschlossen 
aufbewahrt wurden. 


Eine Bande bei 3000 A wurde in schwacherer Entwicklung auch an 
Tripalmitin- und Tristearinpraéparaten des Handels gefunden. Wie weit 
sie auf Beimengungen ungesattigter Natur zuriickgeht, die dann einen 
betrachtlichen Teil des Praiparats ausmachen mii®bten, oder wie weit sie 
durch besonderen Reaktionsverlauf bedingt ist, mu noch unentschieden 
bleiben. Das Verhalten bei Verdiinnung mit Alkohol entspricht dem bei 
den héheren ungesattigten Fettsauren beschriebenen (untersucht an Tri- 
stearin). Die Glyceride sind in Schwefelséure klar léslich, was bei den 
freien gesattigten Séuren entsprechender Konzentration nicht der Fall 
ist (2); Verseifung findet also nicht statt. Die C=O-Gruppen des Tri- 
stearins sind nach der bisherigen Kenntnis nicht als wirksame Chromophore 
fiir unseren Mefbereich anzusehen; die Carbony!gruppe im Carboxyl bzw. 
in Estern verhalt sich in dieser Hinsicht anders als in Aldehyden und 
Ketonen, auf die im folgenden Abschnitt eingegangen wird. 

Pflanzenlecithin ergab sowohl! in konzentrierter als auch in nachtraglich 
verdiinnter Schwefelsiure gleichartige Spektren wie fiir Olsiiture beschrieben. 
Der Gehalt dieses zusammengesetzten Molekiils an ungesattigten Saéuren 
bestimmt also die Absorption, wihrend die anderen Teile (gesiittigte Sauren, 
Glycerin, Cholin, Phosphorsiure) keinen wesentlichen Einflu8 haben. 

Eine verwickelter gebaute ungesidttigte Monocarbonséure ist die 
Chaulmoograsaure. Sie ergibt in Schwefelsiiure eine starke, recht flach 
verlaufende und weit in das Sichtbare reichende Absorption mit mabig 
entwickeltem Maximum bei 2650A (log k = 3,7; log k bei 4000A 2,9); 
sie zeigt auch betrachtliche Fluoreszenz. In diesem Zusammenhang ware 
auBerdem noch die Ascorbinsaéure zu nennen, deren Spektrum bereits friiher 
behandelt wurde (1, Abb. 3). 
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Ungesdttigte Dicarbonsduren. 

Die Schwefelsiurespektren von Fumar- und Maleinsaure sind in 
Abb, 2 wiedergegeben. Die Absorption ist auf das kurzwellige Ultra- 
violett beschrinkt und weist in unserem MeBbereich keine starken 
Selektivitaten auf. Die Unterschiede in den Spektren der cis- und der 
trans-Verbindung sind bei diesem Stoffpaar in Schwefelsiure ebenso 
wie in anderen Lésungsmitteln (14) (15) gering. Der Chromophor, die 
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Abb. 2. Verschiedene Athylenverbindungen. 
1 ——— Fumarsiure, COOH.CH=CH.COOH. 
Maleinsiiure, COOH .CH=CH.COOH. 
Tetrolsiiure, CH, . C=C. COOH. 
-~ Allylalkohol, CH,=CH . CH, OH. 
5 ~-+-- Allylbromid, CHz=CH . CH, Br. 
6 —-—-— Vinylithylither, CH,=CH.O.CH,.CH3. 
Vinylbutylither, CH,=CH . 0. (CH,)3; . CH 
. lL bis7 in 96 %iger H, S04. 
C—C-Gruppe, wird also durch die verschiedene Anordnung der AuBen- 
gruppen und ihrer elektrischen Felder nicht stark beeinfluBt, wahrend 
sich Fumar- und Maleinsaiure in mehreren anderen Eigenschaften sehr 
viel starker unterscheiden (Léslichkeit, Dissoziationskonstante, Schmelz- 
punkt, Vorkommen in der Natur). In konzentrierter Schwefelsaure ist 
Fumarsiure — ebenso wie in Wasser — schwerer ldéslich als Maleinsaure. 


Maleinséuremethylester und Maleinséureanhydrid absorbieren in dem- 
selben Bereich. Ubrigens sind die in der Abbildung wiedergegebenen 
Selektivitaten im Absorptionsanstieg der Maleinsiure bei Priparaten ver- 
schiedener Herkunft in verschiedener Ausprigung zu erhalten. Bei Ver- 
diinnung mit Alkohol werden sie sehr abgeschwicht. 

Ein Athy] der einfach ungesattigten, dreibasischen Aconitsaure liefert 
in Schwefelséure eine mittelstarke, wohl ausgeprigte Bande bei 3550 A 
(log k = 2,3; Alogk, gerechnet zum Minimum bei 3060 A = 0,7). Sie 
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fehlt in alkoholischer Lésung und verschwindet bei Verdiinnung der Schwefel- 
saure mit Alkohol. Die Hauptabsorption liegt kurzwelliger, ohne daB oberhalb 
von 2250 A ein Maximum erreicht wird. In Phosphorsdure ist nur diese 
starke kurzwellige Endabsorption entwickelt. 


Verschiedene Stoffe mit Athylenbindungen. 


Die beiden untersuchterl Allylverbindungen ergeben in Schwefel- 
siure zwei Absorptionsbanden von ahnlicher Lage, aber verschiedenem 
Stairkeverhaltnis (Abb. 2). Verdiinnung der Schwefelsiure mit Wasser 
bedingt in beiden Fallen eine Schwachung der 3600-Bande unter geringer 
Verschiebung nach Langwellig, auBerdem eine Verschiebung der kurz- 
welligen Bande bis in die Nahe von 2400 A, wobei die Auspragung des 
Abfalls dieser Bande nach kurzen Wellenlingen anscheinend ver- 
mindert ist. Die Absorptionssteigerung gegeniiber alkoholischer Lésung 
ist im langwelligen und mittleren Ultraviolett wieder sehr stark wie bei 
den ungesattigten Sauren. — Die beiden Vinylather zeigen Spektren, 
die in ihrem Bau und in der gesamten Héhe den Spektren der Allyl- 
verbindungen ahnlich sind (Abb. 2). Verdiinnung der Schwefelsadure 
ergibt beim Vinylbutylather eine geringe langwellige Verschiebung der 
2900-Bande und ein etwas stirkeres Hervortreten der in konzentrierter 
Saure nur als Stufe angedeuteten 3600-Bande. Fiir den Vinyl-Athyl- 
ather gilt das fiir die Allylverbindungen Gesagte. Bemerkenswert sind 
iibrigens die Unterschiede dieser beiden Ather; sie lehren, daB die 
Schwefelsaurereaktion, die vermutlich eine Kondensation ist und an der 
Athylenbindung des Vinylradikals angreift, in ihrem Verlauf auch von 
dem gesittigten Alkyl mitbestimmt wird. 

Ganz kurz soll auf die bisherigen Ergebnisse an chlorierten Butenen 
und Butadien eingegangen werden. Chlorbutadien zeigt bei im ganzen sehr 
flachem Absorptionsverlauf eine Bande bei 2900 und eine nur schwach 
ausgepragte bei 3800A. 1, 2-Dichlorbuten-3 zeigt Banden bei 2750 und 
3600 A, wobei wieder die kurzwellige die starkere ist. 1, 3-Dichlorbuten-2 
ergibt in Schwefelsiure eine Bande bei 2850 und eine recht schwache bei 
3850 A. Im ganzen betrachtet ist die Schwefelsiurereaktion stark, iibrigens 
auch zu sichtbarer Absorption fiihrend, und bei den genannten Stoffen 
ahnlich sowie mit den in Abb. 2 wiedergegebenen Spektren der Allyl- und 
Vinylverbindungen vergleichbar, auch was die Héhe der Absorptions- 
koeffizienten anlangt. Hervorzuheben sind die deutlichen Unterschiede 
der beiden Butene, die jedenfalls durch die verschiedene Stellung der Doppel- 
bindung im Molekiil bedingt sind. Im Laufe der Zeit zu einer festen Masse 
polymerisiertes Chlorbutadien (Chloropren) ergibt mit Schwefelsaiure 
nahezu den gleichen Absorptionsverlauf wie die monomere fliissige Form; 
jedoch ist ein groBer Teil des Praiparats jetzt unléslich in Schwefelsiéure, 
auf der es als schwarze Masse schwimmt. 


Tetrolsdure. 
Zur Erganzung sei schlieBlich noch diese Saéure mit C=C-Bindung 


hinzugefiigt (Abb. 2). Sie gibt im wesentlichen eine steile Endabsorption in 
demselben Bereich wie die normalen ungesittigten Saéuren mit niedriger 
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C-Zahl. Die dreifache Kohlenstoffbindung ist optisch gegeniiber der zwei- 
fachen nicht besonders ausgezeichnet; es tritt keine starke Farbreaktion 
mit Schwefelséure ein. 

F. Stoffe mit einer Carbonylgruppe. 

Bisherige Kenninis. Die Bande der C=O-Gruppe verandert durch 
Verkniipfung mit anderen wirksamen Gruppen nicht nur ihre Lage im 
Spektrum, sondern auch ihre Héhe. In Hexan betragt k am Maximum 
dieser Bande fiir Aceton nur 15 cm-! (2800 A; in Alkohol 2720 A), fiir 
Mesityloxyd, das noch eine C=C-Bindung enthalt, 40 em-! (3270 A) 
und fiir Phoron mit zwei zur C—O-Gruppe konjugierten C—C-Gruppen 
sogar 80 em-! (3750 A) (16). Die beiden C=C-Gruppen bedingen die 
Hauptabsorption des Phorons bei 2600 A (k = 23500 cm~!). Dieser 
Stoff ist auch in konzentrierter Schwefelsiure bereits untersucht 
worden (17). 

Um einen Vergleich mit den von uns vermessenen Spektren zu er- 
leichtern, ist die Kurve des Phorons in Abb.3 mit aufgenommen. 
Wesentlich fiir die Absorption sind ohne Zweifel die Athylenbindungen 
des Molekiils, deren Bande aber gegeniiber der normalen Lage stark 
verschoben ist. Der Carbonylgruppe ist ein solcher EinfluB nicht zuzu- 
schreiben, denn in Hexanlésungen liegt die Bande des Phorons an der- 
selben Stelle (2600 A) wie bei der Sorbinsaure (4); der EinfluB der 
C—O-Gruppe geht also nur so weit, daB der gréBere Abstand der C=C- 
Gruppen fiir die spektrale Wirkung ausgeglichen wird. Eine einfache 
Verlagerung der Bande unter Einflu8 des Lésungsmittels oder ein ver- 
schieden starkes Hervortreten verschiedener Zustinde des Phoron- 
molekiils erscheint zur Erklirung des starken Spektraleinflusses der 
Schwefelsiure nicht ausreichend. Es ist eine starkere, nicht nur am 
Carbonyl angreifende Umwandlung anzunehmen, deren Art aus opti- 
schen Messungen allein nicht zu beurteilen ist; vielleicht kommt es zu 
Ringschliissen. (Entsprechendes gilt fiir das im folgenden Abschnitt G 
behandelte Benzophenon.) 

An Aldehyden und Ketonen sind verschiedene Kondensations- 
reaktionen eingehend untersucht worden. Sie kénnen zur Ausbildung 
von ungesattigten Kérpern fiihren [(7) 8S. 161f.,173f.]. Als ein chemisch 
genauer analysiertes Beispiel seien die Untersuchungen an Crotonaldehyd 
in alkalischer Lésung genannt (18). Schwefelsiure kann solche Reak- 
tionen z. B. durch ihr Wasserentziehungsvermégen in Gang bringen; 
doch werden haufig weitere Umwandlungen, z. B. Oxydationen, hinzu- 
treten. Die neu entstehenden Doppelbindungen sind die Chromophore 
der bei der Einwirkung der Schwefelsiure neu auftretenden Banden. 
Wenn ungesattigte Ringe gebildet werden, so sind sie fiir die Absorption 
besonders wirksam. Ein Beispiel dieser Art ist bereits in der ersten 
Arbeit beschrieben, die Bildung des Furfurolringes aus Glycerinaldehyd 
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und aus Zuckern. Fiir gesattigte Ringe aus C- oder C- und O-Atomen 
ist keine starke optische Wirksamkeit anzunehmen. Die Bildung solcher 
Ringe ist bei der Einwirkung von Schwefelsiure auf Formaldehyd 
in Betracht zu ziehen, wo die vielleicht cyclischen Polyoxymethylene 
entstehen [(7) S. 163)]; das Schwefelsiurespektrum weist nur ein flaches 
Maximum bei 2800 A auf; es ist so 





niedrig, daB wir diesen Stoff unter die P ae * | 
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haben (2). Einfache Polymerisation  *{7 al | 
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Ergebnisse an Chloropren (A bschnitt E) 
und Zimtsaureathyl (Abschnitt G). Es 
kann auch daran erinnert werden, dab 
die Zucker als Formaldehydpolymere 
aufgefaBt werden kénnen, und dab 
ihre Ultraviolettabsorption in Lésungs- 
mitteln, die keine chemische Um- 
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Aceton zeigt in Schwefelsaure keine | XI 
sehr erhebliche Anderung des Spek- {400 —bO 
trums gegeniiber alkoholischer Lésung mah eee? aa = 
(Abb. 3): das Maximum ist nach Lang- L <a Acct, CH, . CO. CH. 
wellig verlagert und verstirkt. Nach- sees" eee 
trigliche Verdiinnung der Schwefel- (--- Mesitylen, Cy Hy . (CHy)s. 
siure wirkt in entgegengesetzter Rich- 2 Te. c i ee i, “4 
tung. Ein Vergleich mit den Schwefel- Ra thig thts 
siurespektren des Phorons und des Lisung wenige Minuten alt. 
Mesitylens lehrt, daB die Bildung dieser thie romero allem 


Stoffe, die in Betracht zu ziehen ware 
[(7), S. 174], unter unseren Versuchsbedingungen nicht merklich wird. 
In Alkohol zeigt Mesitylen, das 1, 3, 5-Trimethylbenzol, eine in 
Schwingungsteilbanden aufgeléste Absorption bei 2650 A, deren Struk- 
tur aber bei der Reaktion mit der Schwefelséure verwischt wird. Auch 
bei Verdiinnung der Schwefelsiure tritt keine Angleichung im Ver- 
halten des Mesitylens und des Acetons ein. 

Methy1-Athy!keton gibt ein nur wenig verschiedenes, aber deutlich 
nach Langwellig verlagertes Schwefelsaéurespekirum (Abb. 3). Vinyl-Methyl- 
keton zeigt maBige Banden hei 3800 und 2900 A und eine starke Bande 
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bei 2400 A, Dieser Unterschied im spektralen Verhalten gegeniiber den 
vorher genannten Ketonen geht auf die Vinylgruppe zuriick. Bei der 
Schwefelsiurereaktion verstirken sich die Wirkung der Vinyl- und Carbony]- 
gruppe gegenseitig, denn eine so hohe Bande wie bei diesem Vinylketon 
haben wir bei den friiher untersuchten Vinylverbindungen ohne weitere 
ungesattigte Gruppe nicht gefunden (Abb. 2). Verdiinnung der Schwefel- 
siure andert im Gebiet von 5000 bis 2700 A nur wenig, bringt jedoch die 
Bande bei 2400 A zum Verschwinden; es ist dabei zu bedenken, da®B keine 
sehr starke Verschiebung notwendig ist, um diese Bande iiber die Grenze 
unseres MeBbereichs wandern zu lassen. 
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Abb. 4. Acetaldehyd, Acrolein, Hippursiiure. 
1 Acetaldehyd, CH, .CHO, Ansatz 45 Minuten alt, 
2 —~~—-— Derselbe Ansatz, 24 Stunden alt. 
4 - -- Acrolein, CH,»=CH.CHO. 
5 —--— Hippursiure, CgH,.CO.NH.CH,.COOH. 
1, 2, 4, 5 in 96%iger H,SO,. 
3 --+-- Acetaldehyd in 62 %iger H, SO,. 
Von Kurve 1 ist nur der von 2 abweichende Tei] gezeichnet. 


Mit den Ketoséuren Mesoxalséure und Brenztraubensaure liefert 
Schwefelsdure keine auffallige Farbreaktion und es treten oberhalb 2300 A 
keine kraftigen Selektivitaéten hervor. log k betragt fiir 3000A etwa 2, 
fiir 2500 A etwa 3; die Absorption ist also starker als in Wasser (19). Der 
nahezu gleichférmige Absorptionsanstieg liegt bei beiden Stoffen in dem- 
selben Bereich. Bemerkenswert ist der groBe Unterschied gegeniiber Aceton, 
dessen Methylgruppen hier durch Carboxyle ersetzt sind. — Brenztrauben- 
saiure ergibt mit Schwefelsiure betrachtliche Gasentwicklung [CO: (7), 
S. 267]. 

Aldehyde. 


Die Verhaltnisse bei Acetaldehyd wurden eingehender untersucht. 
Frisch destillierter Aldehyd ergibt mit Schwefelsiure eine sehr starke 
Farbreaktion, die zu rotbraunen Lésungen mit verhaltnismaBig geringer 
Fluoreszenzfahigkeit fiihrt. Die Hauptbande liegt im kurzwelligen 
Ultraviolett (Abb. 4). Sie la8t keine nennenswerten Anderungen mit 
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dem Alter des Ansatzes erkennen, wie ausdriicklich hervorgehoben sei. 
Dagegen treten im langwelligen Ultraviolett und im Blau qualitative 
Verinderungen des Spektrums hervor. Es sind hier zwei selektive 
Banden bei 3500 und 4200 A zu betrachten. Sie vertauschen ihr Starke- 
verhaltnis in dem Sinne, daB die Blaubande in der ersten Zeit nach der 
Schwefelséurezugabe iiberwiegt, dann aber im Laufe der Stunden 
gegeniiber der 3500-Bande immer mehr zuriicktritt. — Im Eisschrank 
aufbewahrt, behalt der destillierte Aldehyd die beschriebene Fahigkeit 
zu starker Reaktion mit der Schwefelsiure mehrere Wochen lang bei: 
bei Aufbewahrung in alkoholischer Lésung bei Zimmertemperatur geht 
sie dagegen innerhalb von 2 Wochen schon merklich zuriick. In Alkohol 
zeigt der frische Aldehyd bekanntlich eine Bande bei 2850 A [vgl. 
z. B. (20)]. — Verdiinnung der Schwefelsiure mit dem gleichen Volumen 
Wasser (62% H,SO,) beeinfluBt die Bande im langwelligen Ultra- 
violett nur wenig und verschiebt die Hauptbande um 240 A nach 
Kurzwellig. Die Temperatur hat iibrigens auf den Absorptionsverlauf 
im langwelligen Gebiet starken Einflu8. Unsere Ansatze wurden stets 
bei Zimmertemperatur (etwa 20°) aufbewahrt, und es wurde beim Zu- 
sammengeben der Stoffe eine Temperaturerhéhung nach Méglichkeit 
vermieden, ohne daB dies aber bei der Beschrinkung auf einfache 
Hilfsmittel (langsame Zugabe, passende Volumenverhiltnisse, Kiihlung 
durch iiberflieBendes Wasser) vollkommen gelungen sein kann. Die 
feinere Untersuchung, die zur quantitativen Erfassung des Temperatur- 
einflusses notwendig ware, ist fiir unsere Zwecke entbehrlich. 

Altere, polymerisierte Acetaldehydpraparate bieten andere Er- 
scheinungen dar, wobei aber die Unterschiede in Schwefelsiure mehr 
im quantitativen, weniger im qualitativen Verhalten liegea. Solche 
Aldehydlésungen zeigen in Alkohol die Carbonylbande nur noch sehr 
abgeschwacht, fast nur als Stufe im steilen kurzwelligen Absorptions- 
anstieg [vgl. (21)]. Es wird sich hauptsichlich um Paraldehydbildung 
mit Verminderung der Zahl der freien, optisch wirksamen Aldehydgruppen 
handeln. Schwefelsiureansitze zeigen im wesentlichen denselben 
Kurvenverlauf und dieselbe Zeitabhangigkeit der langwelligen Banden, 
auBerdem den gleichen VerdiinnungseinfluB wie die Ansatze mit frischem 
Aldehyd, weshalb auf eine Wiedergabe der Spektren verzichtet werden 
kann, Die Hohe der Absorption ist aber erheblich vermindert, und zwar 
im langwelligen Gebiet in stiirkerem MaBe als bei der Hauptbande. 
Es entstehen anscheinend verschiedene Reaktionsprodukte, von denen 
dasjenige, welches der Hauptabsorptionsbande zugehért und _ver- 
mutlich das Hauptprodukt der Reaktion ist, weniger stark von Neben- 
bedingungen abhangt. Ahnliche Uberlegungen wurden bereits weiter 
oben angestellt. — Metaldehyd gibt eine sehr starke Schwefelsdure- 
reaktion, ohne da8 im Verlauf des Spektrums besondere Abweichungen 
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gegeniiber einfachem Aldehyd hervortreten. Fiir diese Versuche wurde 
einfach das als Brennstoff kaufliche Praparat ,,Meta‘‘ verwandt. — 
Gleichartig wie Acetaldehyd reagiert ferner noch sein Dimerisations- 
produkt Aldol. 


Das Schwefelsiurespektrum des Acroleins (Abb. 4) ist sehr viel 
verwaschener als die bisher betrachteten. Dies legt die Vermutung nahe, 
daB die Reaktion mit diesem Stoff, der auBer der Aldehyd- noch eine 
Athylengruppe enthalt, zu einer gréBeren Anzahl verschiedener, in 
ihren optischen Wirkungen sich tiberdeckender Korper fiihrt; als 
zweite Erklirung bleibt sonst nur die Annahme, daB weniger abgeschlos- 
sene, starker stérbare Chromophore entstehen. In dem Gesamtbereich 
der Absorption, in dem Farbeindruck fiir das Auge und in der Starke der 
Fluoreszenz besteht einige Ahnlichkeit zu dem Befund an Acetaldehyd. 
Die Hauptbande liegt bei Acrolein aber etwas langwelliger. Bei diesen 
Stoffen ist bemerkenswert, daB die starkste Absorption in Schwefelsaure 
kurzwelliger liegt als in alkoholischer oder wisseriger Lésung. Fiir 
Acetaldehyd wurden die Zahlen bereits angegeben. Fiir Acrolein ist 
ein selektives Absorptionsmaximum in Wasser bei etwa 3150 A* ge- 
legen; unterhalb des Minimums bei 2600 A schlieBt sich ein steiler Ab- 
sorptionsanstieg an. Daf die Acetaldehydbande bei Verdiinnung der 
Schwefelsaure wie gewéhnlich nach kurzen Wellen riickt, sich also noch 
stirker von der Lage der Carbonylbande des Aldehyds in normalen 
Lésungsmitteln entfernt, ist ein deutlicher Ausdruck dafiir, daB in 
Schwefelsiure ein anderer Chromophor in Erscheinung tritt. 

In Phosphorsaure reagieren Acetaldehyd und Acrolein ebenfalls kraftig, 
wenn auch nicht so stark wie mit Schwefelsiure. Die Hauptbande des 
Acetaldehyds liegt bei 2360 A. 


G. Benzolabkémmlinge mit Athylen- und Carbonylgruppen. 


Allgemeines. Die Besprechung der Spektren dieses Abschnitts 
kniipft am meisten an Abschnitt D an (2), wo eine gréBere Anzahl von 
Benzolabkémmlingen behandelt wurde. Entscheidend fiir die Ab- 
sorption ist im wesentlichen der Benzolring. Denn obwohl die dem 
einfachen Benzol zugehérige Absorption recht gering ist, ist sie doch 
durch Einwirkung der verschiedensten Gruppen in mannigfaltiger Weise 
beeinfluBbar und besonders verstirkbar. Im Durchschnitt treten un- 
gesittigte Gruppen in den Substituenten nicht so stark hervor, daB sie 
das Spektralbild gegeniiber sonstigen Benzolabkémmlingen grund- 


* Friihere Untersucher fanden in Wasser 3210A, in Alkohol 3280 A (22) 
bzw. in Alkohol 3170 A (23). Der letztgenannte Wert paBt gut mit unserem 
zusammen. 
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sitzlich verandern, weil doppelte oder verwandte Bindungen bereits 
im Benzolring enthalten sind. Das ist ein Unterschied gegeniiber den 
aliphatischen Verbindungen, bei denen Carbonyl- und _ besonders 
Athylengruppen die beherrschenden Chromophore bilden und auch 
bestimmend fiir die Reaktion mit konzentrierter Schwefelsaure sind. 
Bei den hier folgenden Schwefelsaéurespektren handelt es sich um starke 
Absorptionsbanden und auch um starke Verinderungen gegeniiber 
anderen Lésungsmitteln, und zwar im allgemeinen um eine betrachtliche 
Verlagerung in das Langwellige. Es diirfte méglich sein, auf der Schwefel- 
siurereaktion dieser Stoffe unter geeigneten Versuchsbedingungen 
spektrochemische Nachweisverfahren aufzubauen. — Allgemein ist 
schlieBlich noch zu bemerken, daB bei den in diesem Abschnitt be- 
schriebenen Spektren in keinem Falle Schwingungsfeinstruktur der 
Absorption meBbar war, wie wir sie bei mehreren anderen Benzolab- 
kémmlingen gefunden hatten (2). 

Fluoreszenz, die mit dem fiir gew6hnlich angewandten Spektralbereich 
von etwa 3500 bis 4500 A oder 3500 bis 4000 A erregbar ist, tritt in Schwefel- 
siure bei allen Stoffen dieses Abschnittes in verschiedener, nicht besonders 
groBer Starke auf. Dabei ist die Emission iiber einen breiten Wellenlangen- 
bereich verteilt, so da8B das Auge meist keinen entschiedenen Farbeindruck 
empfingt. Eine Sonderstellung nimmt Styrol ein, das in Schwefelsdure 
eine kraftige gelbe Fluoreszenz zeigt, die aber auch nicht auf einen engen 
Spektralbereich beschrankt ist, sondern sich bis in das Griin und Rot 
hinein erstreckt. Der besondere Verlauf der Schwefelsiiurereaktion des 
Styrols kommt iibrigens auch im Absorptionsspektrum zum Ausdruck, 
wie die folgenden Abbildungen zeigen. 


Aromatische Athylenverbindungen. 


Die Schwefelsaiurereaktion ist bei allen untersuchten Stoffen dieser 
Gruppe optisch sehr wirksam, wie ein Vergleich mit den in anderen 
Lésungsmitteln gemessenen Spektren lehrt [vgl. z. B. (4)|. Sie verlauft 
bei den einzelnen Verbindungen sehr verschieden. Es zeigen sogar 
Zimtsaure und ihr Athylester erhebliche Unterschiede in der Lage der 
Banden, weniger allerdings im Gesamtbild des Spektrums (Abb. 5). 
Beim Zimtithyl liefern die monomere und die polymere Form denselben 
Absorptionsverlauf. Das Polymerisationsprodukt bildet sich wahrend 
langeren Stehens als fester Kérper, der aber, da keine Abweichung im 
Brechungsexponenten besteht, in dem fliissigen monomeren Zimtithy| 
nicht sichtbar ist. Beim Abnutschen durch ein dichtes Filter ist er 
leicht abtrennbar (24). — Der EinfluB von nachtraglicher Verdiinnung 
der Schwefelsiure ist recht groB (Abb.5 und Tabelle). Qualitative 
Anderungen des Spektrums treten bei Verdiinnung der Styrol-Schwefel- 
siureansitze auf, indem die Blaubande, welche die Gelbfarbung der 
Lésung bedingt, ganz verschwindet. 
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Aromatische Carbonylverbindungen, 
Die beiden Phenylketone zeigen sehr verschiedene Schwefelsdure- 
spektren (Abb. 6); die Kurve fiir Benzophenon haben wir wieder aus 
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Abb. 5. Aromatische Athylenverbindungen; Chinon. 
Styrol, CgH,; .CH=C Hp). 

-~ - Zimtsiiure, CgsH,.CH=CH.COOH. 

Zimtsiureidthylester, C,H, .CH=CH.COO.CH, 
- Chinon, O.C,H, .O 
—-.— Zimtaldehyd, C,H;.CH=CH.CHO. 
1 bis 5 in 96 %iger Hy SO,4. 
} ~~~ Zimtaldehyd in 10 %iger H, SO4. 
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Abb. 6. Aromatische Carbonylverbindungen. 
1 —— Acetophenon, C,H, .CO.CHz3. 























Benzophenon, C,H; .CO. C,H; [9 nach Scheibe (25); Ansatz wenige Minuten alt 
Benzaldehyd, C,H, .CHO. 

1, 3, 4 in 96%iger H,SO,. 
Acetophenon in 62% iger Hy SO,. 
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einer anderen Arbeit iibernommen (25)!. Da die Unterschiede zwischen 
der Absorption des Aceto- und Benzophenons in Hexan oder Alkohol 
unerheblich sind (15) (25), ist auf einen stark abweichenden Verlauf der 
Reaktion dieser beiden Phenylketone zu schlieBen. Aus diesem Grunde 
scheint es auch vorerst unméglich, die Banden in den verschiedenen 
Lésungsmitteln in einfacher Weise einander zuzuordnen. 


Das Schwefelséurespektrum des Benzaldehyds ist dem des Aceto- 
phenons sehr ahnlich, was Lage und Form der Hauptabsorption anlangt. 
Nicht eingezeichnet ist in Abb. 6 eine Blaubande des Benzaldehyds 
bei 4600 A, da dieselbe so schwach ist, daB sie fiir das Gesamtbild 
unwesentlich ist ; log k betrigt am Maximum nur 0,8, liegt also auBerhalb 
des in der Abbildung wiedergegebenen Bereiches. Bemerkenswert ist, 
daB diese Blaubande des Benzaldehyds keine Verschieblichkeit mit der 
Saurekonzentration zeigt, sondern nur mit wachsender Wasserzugabe 
immer schwacher wird, genau wie die langwelligen, iibrigens starkeren 
Banden des Styrols und des Acetophenons. Es treten offenbar unter 
Umstainden mehrere Reaktionsprodukte auf oder es werden doch 
wenigstens verschiedene unabhangig voneinander beeinfluBbare Chromo- 
phore gebildet, von denen ein Teil nur in hoch konzentrierter Schwefel- 
siure bestandig bzw. absorptionsfihig ist. Die Konstanz der Wellen- 
lange der 4600-Bande in einem Bereich der H,SO,-Konzentration, in 
dem das Maximum der ultravioletten Bande bereits starke Verschiebung 


zeigt, ist durch Ablesungen am GittermeBspektroskop nach Loewe- 
Schumm am empfindlichsten zu priifen. — Gegeniiber alkoholischer 
Lésung [vgl. (26)] sowie im Vergleich zum Spektrum der Benzoesaure (2) 
ist die Form der Hauptbande des Benzaldehyds und des Acetophenons 
nicht wesentlich verandert; tibereinstimmend ist z. B. das Auftreten 
einer schwachen Bande oder Stufe am langwelligen Bandenabfall. 


Neben den genannten Stoffen mit der Hauptabsorption bei 2600 
bis 2800 A ist eine zweite Gruppe zu erkennen, deren Hauptabsorption 
im langwelligen Ultraviolett liegt und bei der hier angewandten Auf- 
tragung der Spektren in Abhangigkeit von der Wellenlinge breiter 
ist; sehr steil ist stets der langwellige Abfall der Absorption. In diese 
Gruppe gehéren von den aromatischen Athylenverbindungen Zimtsaure 
und Zimtathyl; von den Carbonylverbindungen verschiedene aromatische 
Aldehyde; untersucht wurde auBer den in Abb. 6 wiedergegebenen 
Spektren noch die Schwefelsiureabsorption des Vanillins, die einen 
ihnlichen Verlauf zeigt; das Maximum liegt bei 3350 A (log k = 4,05), 
das Minimum bei 2650 A (log k = 2,3). AuBerdem kénnte in diese 
Gruppe Benzophenon gestellt werden und vielleicht auch Phoron. 


1 Zu der Frage des Einflusses des Alters der Schwefelséiurelésungen auf 
ihr Spektrum sei betont, daB ein solcher haiufig merklich, aber meistens fiir 
den Gesamtverlauf der Absorption nicht entscheidend ist. 
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Phoron selbst gehért freilich nicht zu den aromatischen Stoffen, woh 
aber méglicherweise sein Reaktionsprodukt. 

Hinzufiigung der Nitrogruppe zu Benzaldehyd (in Orthostellung 
bedingt ein stark abweichendes Schwefelséurespektrum. Der Gesamt 
verlauf ist abgeflachter, eine Wirkung, die bei der NO,-Gruppe haufige: 
zu beobachten ist. Das Hauptmaximum liegt bei 2350 A, ein weiteres, 
weniger ausgepragtes bei etwa 2900 A. Nachtragliche Verdiinnung ver 
schiebt das kurzwellige Maximum nur wenig, das langwellige um 200 A in 
der normalen Richtung. Die Absorption ist stark; am Maximum iiber- 
schreitet log k den Wert 4. Bei 4000 A ist die Absorption rund 100ma! 
kleiner als am Hauptmaximum, bei Benzaldehyd selbst aber etwa 500ma! 
kleiner. 

Hippursdure und Phenylbrenztraubensdure. 

Die Bande der Hippursaure liegt in Schwefelsiure (Abb. 4) um 
500 A langwelliger als in Wasser (27), ohne daB aber wesentliche Unter- 
schiede im allgemeinen Verlauf hervortreten. Sie ist dem Benzolkern 
zuzuordnen und nicht der Carbonylgruppe, welche die Verbindung 
zwischen dem Benzolkern und der aliphatischen Aminosiure vermittelt. 
Da Hippursaure als Paarling der Benzoeséure und des Glykokolls auf- 
zufassen ist, das als normale Aminosaure in Schwefelsdure keine Ab- 
sorption ergibt (2), ist es bemerkenswert, daB die Bande der Hippur- 
siure in Schwefelsiure um 200 A langwelliger liegt als die Schwefel- 
siurebande der Benzoesiure. Dies ist ein neues Beispiel dafiir, dal 
Absorption und Schwefelsiurereaktion selbst dann bei zusammen. 
gesetzten Molekiilen von der Reaktion und Absorption der einzelnen 
Teile verschieden sein kénnen, wenn der ZusammenschluB ohne wesent- 
lichen Eingriff in die Struktur erfolgt. 

Im Schwefelséurespektrum der Phenylbrenztraubensaure tritt in 
ziemlich flachem Absorptionsverlauf ein schwach entwickeltes, durch 
die Phenylgruppe bedingtes Maximum bei 2960 A hervor. Die Absorption 
ist stark: am Maximum betrigt log k fast 4, bei 4000 A 3. 


Thyroxin. 

Anhangsweise sollen noch einige Stoffe besprochen werden, die struktur- 
chemisch nur lose mit den vorher behandelten zusammenhiangen. Im 
Thyroxin sind zwei Benzolkerne durch eine O-Briicke verbunden. Das 
Schwefelsiurespektrum ist wenig ausgeprigt. In dem nicht sehr steilen 
Absorptionsanstieg nach Kurzwellig tritt nur eine maBige Bande bei 3150 A 
hervor; log k betragt bei 2500 A 4,4, bei 3500 A 3,8. Spektren, die nur so 
schwache Besonderheiten aufweisen, sind im allgemeinen weder zum spektro- 
chemischen Nachweis noch zu physikalisch-chemischen Untersuchungen 
geeignet. 

Chinon und Chinhydron. 


Beide Stoffe geben starke Farbreaktionen mit Schwefelséiure. Die 
Spektren weisen groBe Bereiche auf, in denen sich der Absorptionskoeffizient 
nur wenig andert. Fiir p-Chinon ist auf Abb. 5 zu verweisen. Auch im 
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Sichtbaren zeigen die griinen Lésungen keine deutlichen Banden. Bei 
diesem Stoff fiihrt die Reaktion mit der Schwefelsaure also zu einer starken 
Verwischung des in Alkohol durchaus normal ausgeprigten Spektrums (28). 
Bei Chinhydron erstreckt sich das Gebiet mit fast gleichbleibender Absorp- 
tion in Schwefelséure von etwa 2500 bis 4200 A; daran schlieBt sich nach 
Kurzwellig und Langwellig ein steiler Absorptionsverlauf an, stets in der 
Richtung nach Langwellig ansteigend. —- Mittlere H,SO,-Konzentrationen 
sind bei Chinon bereits wirksam fiir die Absorption, aber erst hohe Kon- 
zentrationen bedingen die angegebene Umwandlung des Spektrums. Auf 
die Zwischenstufen soll hier nicht eingegangen werden. 


Uber die Spektren in nachtraglich verdiinnter Schwefelsiure und in 
Phosphorsdure. 

Zur besseren Ubersicht iiber die Wirkung von nachtraglicher 
Verdiinnung der Schwefelsdure sind fiir einige Stoffe die Maxima der 
Hauptbanden in konzentrierter Siure mit den Werten der Verschiebung 
bei Verdiinnung in der folgenden Tabelle zusammengestellt. Dabei ist 
die Verschiebung sowohl in Wellenlingenunterschieden wie auch in 
Schwingungszahlunterschieden berechnet. Sie ist bei allen hier auf- 
genommenen Stoffen nach Kurzwellig gerichtet. Die geringeren Betrage 
sind selbstverstandlich verhaltnismaBig weniger sicher als die gréBeren. 
Ein Betrag von 10 A liegt iiberhaupt an der Grenze der Nachweisbarkeit 
mit unserem Verfahren. Ferner sind dann die Zahlen weniger sicher, 
wenn die Bande bei Verdiinnung der Saure nahe an die Grenze des 
MeBbereichs gelangt; doch ist diese Unsicherheit bei der GréBe der 
Gesamtwirkung in den beiden in Betracht kommenden Fallen (milch- 
saures Lithium, Acetaldehyd) nicht wichtig. In die Tabelle sind auch 
Beispiele aus den friiheren Mitteilungen mit aufgenommen. Spektren 
bzw. Banden, bei denen durch die Verdiinnung eine starke qualitative 
Anderung eintritt, sind nicht beriicksichtigt. Ferner soll hier unerértert 
bleiben, inwieweit es sich bei der Verdiinnungswirkung um eine echte 
,. Verschiebung‘‘ einer einzigen Bande oder um zunehmendes Auftreten 
einer neuen kurzwelligen Bande neben der in konzentrierter Saure ent- 
wickelten langerwelligen handelt. Anzeichen dafiir, da8 ein Vorgang 
der letztgenannten Art vorliegt, wurden bei Stoffen mit groBer Ver- 
diinnungswirkung mehrfach erhalten. Es geniigt jetzt die Feststellung, 
daB die Verdiinnung der Schwefelséure einen sehr verschieden starken 
KinfluB auf die Absorptionsspektren hat. Die einzelnen Chromophore 
sind also sehr verschieden empfindlich gegeniiber den Einfliissen der 
Umgebung, was durchaus mit sonstiger Kenntnis zusammenpaBt. 
Solche Beobachtungen kénnen einerseits bei der Entwicklung von 
Nachweisverfahren niitzlich sein, weil sie die Eindeutigkeit zu erhéhen 
gestatten; andererseits liefern sie in physikalisch-chemischer Hinsicht 
Anhaltspunkte fiir die gegenseitige Zuordnung der Banden und der 
molekularen Strukturen, die aus der Lage im Spektrum allein nicht 
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befriedigend vorgenommen werden kann. Auch in dieser Richtung 
sind spektrochemische Untersuchungen fiir viele Aufgaben der physio- 
logischen Chemie wertvoll, wie sich durch Beispiele aus dem Schrifttum 
und aus unseren eigenen Abhandlungen belegen 1aBt. 

In der 1. Spalte der Tabelle ist die Bezeichnung des Abschnitts 
angegeben, in dem die betreffenden Spektren behandelt sind. A ent- 
spricht I. Mitteilung, B, C und D II. Mitteilung und E, F und G der hier 
vorliegenden. Zur Verdiinnung diente meist Wasser, nur bei Anilin 
und élsaurem Natrium Alkohol. Stets handelt es sich um Verdiinnung 
im Volumenverhiltnis 1 : 1, so daB die Lésung bei Zugabe von Wasser 62, 
von Alkohol 68% H,SO, enthalt. Die eingeklammerten Zahlen sind 
aus Messungen an starker verdiinnter Saure extrapoliert. Zugabe von 
Wasser und Alkohol wirkt in gleicher Richtung, wenn auch gewisse 
Unterschiede in Nebendingen hervortreten. Der Vergleich wurde noch 
nicht eingehend durchgefiihrt, ist auch nicht bei allen Stoffen médglich, 
weil mehrfach bei Verdiinnung mit Wasser Triibungen auftreten, die 
Messungen unmdéglich machen. Bei Verdiinnung mit Alkohol sind nach 
unseren bisherigen Erfahrunger® solche Stérungen seltener. 


Tabelle. Vergleich der Lage der Hauptmaxima der Absorption in 
konzentrierter und in nachtraglich verdiinnter Schwefelsaure 
und in Phosphorsdure. Erléuterungen im Text. 
as 


Maximum Verschiebung durch ae s 30/ 
in = Verdiinnung Phosphorsiiure (83/9) 


Ab- 7) ne 
sc hnitt ; pag ‘ Maxi- Unterschied 
26" 4i(A) | 4av(em-1) mum | gegen H,S0, 
A A 4v(em-1) 








Furfurol 3170 310 3400 2920 
Ascorbinsaure 2640 200 3100 

Milchsaures Lithium 2560 260 “4400 

Benzolsulfonsaure .. 2640 20 300 

Phenol 2830 20 250 

Anilin 2530 10 150 

Tyrosin 2870 10 150 || 2710 2000 
Pyrogallol 2870 (40) 500 2650 3000 
Benzoesaure 2580 210 3400 | 

Olsaures Natrium .. 3060 750 || 3050 100 
Aceton 2850 : 1600 2500 4900 
Acetaldehyd 2560 4000 2360 3300 
Mesitylen 2840 500 

Zimtsaure 3700 1400 
Zimtsaureaithylester 3350 5200 2880 4800 
Benzaldehyd 2960 5300 2560 5300 
Zimtaldehyd 3700 6300 

Anisaldehyd 3460 60 3400 2950 5000 
Acetophenon 2960 430 5700 2560 5300 


Messungen in Phosphorsaure (83%) sind weniger zahlreich aus- 
gefiihrt worden als Messungen in Schwefelsiure. Zum Teil liegt dies 
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daran, daB die Léslichkeit mancher Stoffe in Phosphorsaure nicht groB 
genug ist. Dies ist insofern bemerkenswert, als in Schwefelsiure recht 
selten Triibungen wegen mangelnder Léslichkeit auftreten. Die ge- 
sittigten Fettsiuren bildeten ein Beispiel (2). Manche Stoffe, die sich 
nicht volistandig lésen, geben doch wenigstens reichlich lésliche Anteile 
an die Schwefelsdure ab, z. B. polymerisiertes Chloropren (Abschnitt E). 
AuBerdem wird die Untersuchung in Phosphorsaéure durch ihre starke 
Eigenabsorption im kurzwelligen Ultraviolett erschwert (1). — Die in 
der Tabelle eingetragenen Beispiele zeigen, daB die Hauptbanden in 
konzentrierter (83°,iger) H,PO, erheblich kurzwelliger liegen als in 
konzentrierter (96 °,,iger), zum Teil sogar kurzwelliger als in nachtraglich 
auf die halbe Volumenkonzentration verdiinnter H,SQ,. 


Zusammenfassung. 


Die einfachen ungesattigten Sauren zeigen in Schwefelséure nur 
kurzwellige Absorption ohne auffallige Selektivitaten. Dagegen ergeben 
die ungesattigten Sauren mit langerer Kohlenstoffkette starke Farb- 
reaktionen, deren Absorption kraftig in das Sichtbare hineinreicht und 
zu einem Maximum bei 3050 A ansteigt. Bei nachtraglicher Verdiinnung 
der Schwefelséure tritt eine schwachere Selektivitét bei 3700 A neu 
hervor. Verschiedene andere ungesattigte Verbindungen ergeben 
ebenfalls kraftige Farbreaktionen. Aceton liefert in Schwefelsadure eine 
mittelstarke, Acetaldehyd eine starke, wohl ausgepragte Absorption. 
Ihr Betrag hangt bei dem Aldehyd von seinem Polymerisationszustand 
ab. Bei den Benzolabkémmlingen mit Carbonyl- und Athylengruppen 
im Substituenten ergeben sich kraftige optische Wirkungen der Schwefel- 
saure. Es sind zwei Gruppen zu unterscheiden: die eine zeigt die Haupt- 
absorption im mittleren, die andere im langwelligen Ultraviolett. 
Im Gegensatz zu diesen wohl ausgepragten Spektren findet sich bei 
Chinon und Chinhydron in Schwefelséure ein sehr flacher Absorptions- 
verlauf. — Es wird eine Ubersicht iiber die Wirkung von nachtraglicher 
Verdiinnung der Schwefelsiure auf die Spektren gegeben und einige 
Werte, die in Phosphorsdure erhalten wurden, zum Vergleich hinzu- 
gefiigt. 

Eine gr6Bere Anzahl der in Abschnitt E und F untersuchten Stoffe 
verdanken wir der I. G. Farbenindustrie Frankfurt a. M.-Héchst. 
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Uber die Einwirkung von Dinitrophenol auf den Energieumsatz 
und Sauerstoffverbrauch normaler und infizierter Miause. 
Von 
Georg Scheff und Franz Rabati. 

(Aus dem Hygienischen Institut der kgl. ung. Elisabeth-Universitat in Pécs.) 


(Eingegangen am 13. Juni 1938.) 


Die prinzipiell wichtigen Ergebnisse, welche derzeit tiber die 
Dinitrophenolwirkung bei tierischen Oxydationsprozessen vorliegen, 
waren fiir uns die unmittelbare Anregung, soleche Untersuchungen auch 
an mit Trypanosomen infizierten Méausen auszufiihren. Es war uns 
namlich aus friiheren Untersuchungen bekannt, da diese Infektion 
mit gesteigertem Sauerstoffverbrauch und erhéhtem Sauerstoffdefizit 
im Blute einhergeht (1). Als wahrscheinlichste Ursache hierfiir scheint 
wohl die enorme Sauerstoffzehrung der Blutparasiten anzusprechen zu 
sein, wobei man allerdings noch in Betracht zu ziehen hat, dab die 
jeweilige Kapazitat des Kreislaufes und der Atmungsorgane den Nach- 
schub zu leisten und den Geweben Sauerstoff zu tibermitteln beschrankt 
ist. Sobald daher die Zellen den zum normalen Verlauf der Oxydations- 
prozesse nétigen Sauerstoff aus dem Blute nicht mehr erhalten kénnen, 
entwickelt sich eine innere Asphyxie des Wirtsorganismus, welche 
schlieBlich mit dem Leben des Tieres unvereinbar ist. 


Um die Richtigkeit dieser Vorstellung zu priifen, stellten wir 
Versuche mit Dinitrophenol an. Wir wissen namlich, daB die Wirkung 
des Dinitrophenols peripher, also unmittelbar an den Oxydations- 
prozessen der Zellen angreift. Es wird in den Zellen durch Belebung 
und bessere Ausnutzung der Dehydrierungsvorginge der Sauerstoff- 
verbrauch iibermaBig beschleunigt. Die Zellen kénnen daher den 
erhéhten Anforderungen selbst bei normalem Sauerstoffangebot nicht 
mehr entsprechen und leiden an Sauerstoffhunger. Als Folge davon 
entwickelt sich hierdurch eine funktionell bedingte innere Asphyxie. 


LieBe sich nun der Nachweis erbringen, da®B der Sauerstoffbedarf 
eines infizierten Tieres schon durch eine unschadliche Dosis des Dinitro- 
phenols derart gesteigert wird, daB es viele Stunden vor dem zu er- 
wartenden Tod fast plétzlich unter asphyktischen Erscheinungen um- 
kommt, so kénnte dies als Stiitze der von einen von uns (Scheff) seit 
langem vermuteten Annahme gelten, daB die Asphyxie die eigentliche 
Todesursache der an der Trypanosomeninfektion erliegenden Maus ist. 


Methodik. 


Bei unseren an Mausen ausgefiihrten Versuchen bedienten wir uns des 
von Issekutz und Novak fiir Kleintiere angegebenen Gasstoffwechsel- 
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apparats (2), der kurzfristige Bestimmungen mit hinreichender Genauigkeit 
ermoéglicht. Das Verfahren beruht auf dem Warburgschen Prinzip. Ein 
besonderes GlasgefaB (Vol. = 528,25 eem) dient zur Aufnahme des Versuchs- 
tieres und wird luftdicht an ein Warburgsches Manometer angeschlossen. 
Die Kohlenséure wird durch eine Vorrichtung, die mit 50%iger KOH 
(10 cem) durchtrinkte Glaswolle enthalt, absorbiert. Aus der Druck- 
abnahme im Manometer kann man daher unmittelbar den Sauerstoff- 
verbrauch des Tieres berechnen. 

Die verwendeten Mause hatten ein Gewicht von etwa 15 bis 19 g und 
wurden stets in niichternem Zustand (Karenz von 8 bis 12 Stunden) unter- 
sucht. Der Tierbehalter wurde in ein Wasserbad von 28°C, entsprechend 
der kritischen Temperatur der Mause, versenkt und mit Sauerstoff gefiillt. 
Gleichzeitig wurde auch ein entsprechender Leeransatz als Thermobarometer 
eingesetzt. Eine Schiittelvorrichtung nach Dickmann und Menzel (3) 
sorgte fiir gleichmaBige Bewegung der beiden GefaiBe. Fiir gewéhnlich 
lieBen wir ungefaihr */, Stunden verstreichen, bis sich die Tiere angepaBt 
und beruhigt hatten; oft wurde aber dies erst nach einer Gewéhnung der 
Mause erreicht, wobei jene Tiere, die wegen ihrer andauernden Unruhe 
véllig unbrauchbar waren, bei den weiteren Versuchen ausgeschlossen 
wurden. Die Bestimmungen selbst erfolgten in drei bis fiinf aufeinander- 
folgenden Perioden von je 5 Minuten Dauer. Um das Ergebnis aus dem 
Mittelwert zu berechnen, durften “die Ablesungen die Fehlergrenze von 
+ 5% nicht iibersteigen. Zwischen den einzelnen Perioden wurde der Tier- 
behalter wiederholt mit Sauerstoff gefiillt. 


In den Versuchen, in denen Dinitrophenol zur Anwendung kam 
(1, 2, 4-Dinitrophenol), hatten wir stets 0,01 mg pro g Maus (in 2 %iger 
Lésung) intraperitoneal einverleibt. Eigene und sonstige Beobachtungen 
haben gezeigt, daB diese Dosis ohne jeden Schaden selbst wiederholt 
vertragen werden kann. Die Sauerstoffatmosphare im Behilter be- 
giinstigt sogar den Zustand der Tiere, da, wie bekannt ist, selbst toxische 
Dosen des Dinitrophenols in sauerstoffreicher Umgebung besser ver- 
tragen werden. In Ubereinstimmung mit anderen Literaturangaben (4) 
konnten wir bei der Maus keine nennenswerten Temperaturschwan- 
kungen als Folge der Dinitrophenolwirkung beobachten. Die Ein- 
verleibung erfolgte unmittelbar im Anschlu8 an eine normale Vorperiode 
und wir setzten sodann unsere Beobachtungen unverziiglich weiter 
fort. Den EinfluB des Dinitrophenols haben wir in dieser Weise in 
1 bis 3 Stunden dauernden Untersuchungen verfolgt. 


Zur Infektion der Miause verwendeten wir einen Stamm von 
Trypanosoma Nagana, der seit mehreren Jahren in unserem Institut 
fortgeziichtet worden ist. Bei maBiger Trypanosomendosis dauerte die 
Infektion 4 bis 5 Tage, wahrend welcher Zeit die Parasiten sich im 
Blute zunehmend vermehrten und die Tiere bei maximaler Trypano- 
somenzahl (1 Tryp.:3 bis 4 Blutkérperchen) zugrunde gegangen sind. 
Gasstoffwechselversuche wurden méglichst taglich ausgefiihrt. Dabei 
haben wir die den Normalversuchen vorangehende Karenzzeit auch 
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hier eingehalten. Der jeweilige Zustand der Tiere wurde durch die zur 
Zeit im Blute angetroffene Trypanosomenzahl charakterisiert. 


SchlieBlich wurden auch Versuche bei mit Trypanosomen infizierten 
Tieren mit Dinitrophenol kombiniert ausgefiihrt. Als Zeitpunkt solcher 
Versuche wurde ein Zustand der Tiere gewahlt, bei dem die beobachtete 
Trypanosomenzahl (1:10 bis 16) erfahrungsmaBig noch weit vom 
Endzustand entfernt war (sicher iiber 10 Stunden). Es wurde die 
gleiche Menge Dinitrophenol injiziert wie in den Normalversuchen. 
War der Sauerstoffverbrauch unter diesen Umstinden derart ge- 
steigert, daB das Manometer zur Ablesung der sonst iiblichen 5 Minuten- 
perioden nicht ausreichte, so begniigten wir uns mit 3 Minuten dauernden 
Ablesungen und rechneten entsprechend um. Sonst wurde in ganz der 
gleichen Weise verfahren, wie bei den Normalversuchen. 


Experimenteller Teil. 
Normalversuche. 


Um die mit dieser Methodik durchgefiihrten Untersuchungen richtig 
auswerten zu kénnen, schien uns ein Vergleich mit anderen Ergebnissen 
winschenswert. Eine zusammenfassende kritische Darstellung des Energie- 
umsatzes normaler Mause finden wir bereits in der Arbeit von Benedikt 
und Fox (5) vor. Obwohl ihre Befunde nicht an Einzeltieren, sondern an 
Mausegruppen erhoben worden sind, kénnen sie dennoch als die zuver- 
lassigsten dieser Art gelten. Sie fanden an einem groBen Tiermaterial, daB 
innerhalb der thermisch neutralen Zone die Warmeproduktion durch- 
schnittlich 640 Cal pro qm bzw. 205 Cal pro kg Maus in 24 Stunden betragt. 
Die Warmeproduktion wurde dabei aus dem gemessenen Sauerstoffverbrauch 
mit Hilfe des durch den respiratorischen Quotienten (niichtern = 0,72) 
genau festgestellten kalorischen Wertes 4,739 (Lusk) ermittelt. Nimmt man 
diese mit groBer Sorgfalt erhaltenen Zahlen als Standardwerte, so laBt sich 
die Brauchbarkeit eines beliebigen Verfahrens auch bei einer beschrankten 
Anzahl von Normalversuchen mit hinreichender Genauigkeit priifen. Zu 
beriicksichtigen ist dabei noch der Umstand, da unsere Versuche nicht in 
Luft, sondern in reinem Sauerstoff ausgefiihrt worden sind. Bekanntlich 
werden aber hierdurch die Ergebnisse des respiratorischen Gasstoffwechsels, 
wie bereits 6fters bestatigt, nicht verandert (6). Durch vergleichende 
Beobachtungen haben auch wir uns von der Richtigkeit dieser Feststellung 
iiberzeugt. Demgegeniiber sind neuerdings Stimmen laut geworden, welche 
die Giftigkeit héherer Sauerstoffkonzentrationen betonten (7). Es scheint 
aber aus diesen Untersuchungen mit Sicherheit hervorzugehen, daB un- 
bedingt ein langerer Aufenthalt (bei Mausen iiber 35 Stunden) in reinem 
Sauerstoff nétig ist, um starkere Schadigungen hervorzurufen. Kiirzerer 
Aufenthalt in reinem Sauerstoff, wie in unseren Gasstoffwechselversuchen, 
wird ohne Schaden vertragen, und es kénnen daher solehe Versuche nach 
wie vor ohne Bedenken ausgefiihrt werden. Fiir die gleichzeitige Absorption 
der Kohlenséure mu8 aber nicht nur wegen ihrer Schadlichkeit, sondern 
auch wegen ihrer den Sauerstoffverbrauch erhéhenden Wirkung gesorgt 
werden (6). 
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Tabelle I enthalt unsere Normalversuche. Danach unterliegen 
die Ergebnisse nicht nur bei verschiedenen Tieren, sondern auch beim 
selben Tier bedeutenden Schwankungen. Dies ist wohl nicht erstaunlich, 
nachdem bekannt ist, daB die Maus konstitutionell sehr wenig fiir 
Grundumsatzmessungen geeignet ist (5). Immerhin 1laBt sich fest- 
stellen, daf& der Mittelwert unserer Bestimmungen in der Nahe von 
680 Cal pro qm bzw. 217 Cal pro kg Maus in 24 Stunden gefunden 
wurde, also blo8 um ein geringes hoher ist als der oben angefiihrte Wert. 
Noch bessere Ubereinstimmung finden wir mit Aszdédis Ergebnissen (8), 
der in seinen sehr griindlichen Untersuchungen 690 Cal ermittelt hat. 
Die etwas ausfilligen Werte bei den Tieren Nr. 2 und 13 koénnen 
méglicherweise als Nachwirkungen vorangehender Unruhe gedeutet 
werden. 

Tabelle I. Normalversuche. 





Gewicht 0, im Liter | O» im Liter . . 
des Cal pro kg Cal pro qm 
Datum Tieres re ke Fae ice Scien ea ie ieee eae 


g pro 24 ‘Stunde n 


159,1 256,2 
164,4 


21. ‘ 18,6 54 
22. : 17,1 57, 


1 
4 
29. ; 17,2 50,8 145,6 
3. / 17,0 55 7 
21. ; 17,8 56,€ 
10. ’ 14,5 49, 
42, 
41 


162,9 
6 164,1 268,1 
6 ,| 1840 234,4 
1 121,9 199,6 
A 117,1 196,0 
55,2 151,4 261,7 
8. Ill. 15,4 54,7 151,1 258,9 
ul. WI. = 14,9 60,8 158,2 288,3 


15. . 16,1 41,9 134,9 198,5 
16. , 16,3 48,3 136,6 228,8 
af. , 15,4 43,5 120,2 206,2 570,0 
19. A 15,0 48,2 132,1 228,5 626,0 


6. IV. | 17,2 63,1 195,3 182,1 863,0 
10. IV. | 16,4 61,6 170,4 292,1 807,5 
Be Ve BS 55,6 153,2 263,7 725,8 
20. V. | 15,5 52,1 14,2 246,1 683,0 
11. VI. | 17,8 48,5 140,7 229,8 666,5 
14. VI. | 18,5 54,6 159,7 263,4 756,9 
24. VI. | 13,0 49,8 130,0 235,8 616,0 
26. VI. | 13,4 50,2 132,5 238,0 628,0 

13,6 44,6 118,3 206,6 560,6 
12,6 556 | 143,7 263,4 681,0 


15. ‘ 16,5 
17. : 17,1 


15. a 15,0 


Da zum Vergleich innerhalb derselben Art die Bezugnahme auf die 
Einheit des Kérpergewichts statthaft ist, haben wir in den nachfolgenden 
Abschnitten den O,-Verbrauch stets auf das kg Kérpergewicht bezogen. 
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Sauerstoffverbrauch nach Injektion von Dinitrophenol bei normalen Médusen. 

Die Wirkungsweise des Dinitrophenols in den tierischen Oxydations- 
prozessen ist bereits Gegenstand zahlreicher Untersuchungen gewesen (9). 
Man hat dabei festgestellt, da die Dinitrophenole peripherisch, direkt im 
Gewebe angreifen, die Ventilation und den O,-Verbrauch des Organismus 
steigern und gleichzeitig bei einer Anzahl von Tierarten auch eine Tem- 
peratursteigerung bewirken. Die letzteren Erscheinungen kommen jedoch 
auch unabhaingig voneinander zustande, da z. B. bei Méusen der erhéhte 
O,-Verbrauch auch ohne eine Steigerung der Temperatur eintritt (4). 
Die Wirkung selbst tritt fast unmittelbar nach der Verabreichung auf und 
klingt relativ schnell ab. 

Betrachten wir nun unsere Versuche, so 1aBt sich folgendes fest- 
stellen (Tabelle II): Normale Mause vertragen die von uns experimentell 
erprobte Dinitrophenolmenge ohne jeden Schaden, selbst wenn sie 
wiederholt einverleibt wird. Ferner hat sich gezeigt, daB die Tem- 
peratur der Tiere (rectal gemessen) unter den gewahlten Versuchs- 
bedingungen keinen nennenswerten Schwankungen unterliegt. Der 
O,-Verbrauch wird bedeutend erhéht und erreicht gewéhnlich binnen 
15 Minuten seinen Héchstwert und kehrt dann langsam von kleinen 
Schwankungen unterbrochen zur Norm zuriick. Die Dauer des Ab- 
klingens ist individuell verschieden und nimmt 1'/, bis 3 Stunden in 
Anspruch. Weitere Einzelheiten sind aus der Tabelle II zu ersehen. 


Tabelle II. O,-Verbrauch nach Injektion von Dinitrophenol bei 
normalen Mausen (in Liter pro kg pro 24 Stunden). 





va an | 
Injektion des 


Nach der Injektion des Dinitrophenols in Min. 
Bemerkungen 


| 


Gewicht 
des Tieres 


nn 


35 45 55 60 90 120 150 


Dinitrophenols | 


R 


16,9 47,1 : 74,5'82,8 59,6 72,8 52,2) — - | 0,169mg_ Dini- 
trophenol. 


14,9 60,8 ; 5/6 78,7/62,9 66,1 63,9 — “ 0,149 mg Dini- 


trophenol. 


15,0 48,2 6: 3,73,5  63,1/70,1 60,5 63,1 63,1 64,9 54,2 — | 0,150 mg_Dini- 


trophenol. 


16,3 48,3 | 87,7 64,4 61,9/62,8 69,2 66,8 60,4 61,2 57,9 51,7, Wiederholung 
nach 3 Tagen! 
0,163 mg Dini- 

trophenol. 


15,4. 61,6 | 80,7 112,0 72,9 121,3/79,9 65,1 0,154 mg Dini- 
trophenol. 


Sauerstoffverbrauch bei mit Trypanosomen infizierten Mdusen. 


Uber den O,-Verbrauch bei Trypanosomiasis liegen nur wenige Unter- 
suchungen vor und auch diese beziehen sich auf verschiedene Tierarten. 
So fand v. Fenyvessy (10) bei Ratten besonders im Endstadium der Infektion 
einen stark erhéhten Sauerstoffverbrauch. Spiater wurden ahnliche Befunde 








106 G. Scheff u. F. Rabati: 


auch bei anderen Tieren erhoben, es fehlen jedoch entsprechende Angaben 
bei Mausen. Bedenkt man noch, daB die friiher meist angewandten lang 
fristigen Respirationsversuche kaum oder gar nicht dazu geeignet waren, 
die Untersuchungen im Verlauf der Infektion am gleichen Tier 6fters zu 
wiederholen, so liegt es wohl auf der Hand, unsere kurzfristige Technik an den 
mit Trypanosomen infizierten Mausen womédglich taglich anzuwenden. 

Wie aus Tabelle III hervorgeht, ist der Sauerstoffverbrauch in den 
ersten Tagen der Infektion eher vermindert als erhéht. Erst vom 
dritten Tage an steigt sein Wert bedeutend an und erreicht bereits 
Stunden vor der zu erwartenden Agonie des Tieres den Héchstwert. 


Tabelle III. O,-Verbrauch bei mit Trypanosomen infizierten 
Mausen (O, in Liter pro kg pro 24 Stunden). 





Vor der Nach der Infektion in Tagen sie 


Infektion me 3 





| 41,4 53,8 ; em 
| (17,1) (16,1 g; 0) (14,6 g; 1:12) 
48,2 - eee 489 | 620 

| (15,0 g) (15,4.g; 0) (16,0g;1:110)|(17,1g3 1:19) 
| 61,6 ae 
\ (15,4 g) (16,0g; 1:10) | 
{ 
| 
| 


52,1 y 58,1 79,9 
(15,5 g) (15,6g; 1:79) (15,4g; 1:8)) 

55,6 50,8 67,2 63,1 81,9 
(15,2)  (15,0g; 0) (15,7g;1:125) (15,2g; 1:53) |(15,0 g; 1:15) 


| 
50,2 56,1 91,9 | 
(13,4 g) 2 (18,1g;1:131) (13,2g; 1:8)| 


| 

\ 

| 55,6 n 56,3 89,4 

| (12,6 g) (12,9g; 1:95); (13,0 g; 1:13) | 


Die in Klammern befindlichen Zahlen geben das Gewicht des Tieres 
und das Verhiltnis der Trypanosomen zu den roten Blutkérperchen an. 


Vergleichen wir diese Beobachtungen mit jenen, die wir vorhin bei 
der Dinitrophenolwirkung gemacht hatten, so finden wir, daB die 
nahezu gleich grofe Steigerung des Sauerstoffverbrauchs bei der 
Trypanosomiasis langsam, beim Dinitrophenol dagegen in kurzer 
Zeit erfolgt. 


Sauerstoffverbrauch nach Einverleibung von Dinitrophenol bei infizierten 
Mausen. 

Nach diesen Erkenntnissen fragten wir uns nun weiter, wie sich 
diese beiden Einwirkungen dann auswirken wiirden, wenn sie sich 
gegenseitig iiberlagern. Wir wandten daher das Dinitrophenol in 
gleicher Weise, wie oben angegeben, zu verschiedenen Zeitpunkten der 
Infektion an. Dabei lieB sich feststellen, daB die Tiere im vorgeschrittenen 
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Stadium der Infektion, wenn sie bereits gesteigerten Sauerstoffverbrauch 
zeigten, durch die gleiche Dosis Dinitrophenol eingingen, welche sie 
sonst ohne Schaden vertragen haben. Dagegen hatte das Dinitrophenol 
keine schadliche Wirkung, wenn der Sauerstoffverbrauch noch nicht 
erhéht war, oder nach Ausheilung des Tieres der Sauerstoffverbrauch 
wieder zur Norm zuriickgekehrt ist. Der Tod erfolgte stets unter 
typischen asphyktischen Erscheinungen. 


Tabelle IV enthalt nun diejenigen Versuche, bei denen der stark 
gesteigerte Sauerstoffverbrauch noch langere Zeit gemessen werden 
konnte. Auch diese Tiere gingen binnen 1 Stunde ein. Bei der iiber- 
wiegenden Anzahl von Versuchen erlagen die Tiere schon innerhalb 
von 10 bis 15 Minuten, was, wie wir gesehen haben, dem Zeitpunkt der 
maximalen Dinitrophenolwirkung entspricht. 


Tabelle IV. O,-Verbrauch nach Injektion von Dinitrophenol 
bei mit Trypanosomen infizierten Mausen (in Liter pro kg pro 
24 Stunden). 





Gewicht Nach der Injektion des Dinitro- 


Vor der é . “ 
Bol Injektion des phenols in Min. 


. Dinitrophenols 5 15 


Bemerkungen 





5 25 35 45 


62,0 (1:10) | 67,4 107,2) 94,2118,7+ - 0,17 mg Dinitrophenol. 


, 


17,1 
16,0 81,5 (1:12) | 81,5 116,0)103,7 107,0 107,0+ 0,16 mg Dinitrophenol. 
15,0 


81,9 (1:18) | 85,0 100,8/114,8121,8+ — 0,15 mg Dinitro phenol. 


’ 


Die in Klammern befindlichen Zahlen zeigen das Verhialtnis der Trypa- 
nosomen zu den roten Blutkérperchen an. 


EinfluB des Dinitrophenols auf die Trypanosomen in vitro. 

Es schien uns schlieBlich von prinzipieller Bedeutung zu sein, 
welche Wirkung das Dinitrophenol auf den Sauerstoffverbrauch der 
Trypanosomen selbst ausiibt. Nach einigen Vorversuchen, in denen wir 
feststellen konnten, daB das Dinitrophenol in Verdiinnungen unter 
1 : 10000 unmittelbar schadlich wirkt, hatten wir in den Hauptversuchen 
Verdiinnungen zwischen 1: 25000 bis 1: 100000 angewandt. Im 
iibrigen wurde nach der Warburgschen Methodik verfahren. Ein solcher 
Versuch, der auch die Einzelheiten der Versuchsbedingungen wiedergibt, 
soll nachstehend als Beispiel angefiihrt werden (Tabelle V). 


Es geht aus diesem Versuchsprotokoll deutlich hervor, daB das 
Dinitrophenol die Trypanosomen so nicht beeinfluBt. Unsere 6éfters 
wiederholten und stets gleichen Beobachtungen kénnen daher jene 
Angaben aus der Literatur (Plantefol; Field, Martin und Field; Ehrenfest 
und Ronzoni; Cutting und Tainter), welche auch bei einzelligen Lebe- 
wesen, wie Hefe und Trypanosoma hippicans einen erhéhten O,-Ver- 
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Tabelle V. 





Nr. der GefaBe: I II lil IV Vv VI 


| Trypanosomen- 





Flissig- emulsion ... 0,3 0,3 0,3 0,3 0.3); — 
keits- Lockelésung .. 2.0 2,0 2,0 2,0 2,26) 2,5: 
volumen Hammelserum 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 | 0,2 
in ccm Dinitrophenol- 
(V,) losung...... 0,25 0,25 0,25 0,25 
(1:5000) (1:5000) (1:50 000) (1:50000) 
KOH (15%) 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 
Gasraum | 
in ecm 17,36 17,41 17,97 17,76 (17,58/17,33 
(Ve) |) 
GefaB- | 
konstante |} 1,581 1,586 1,637 1,617 1,602 1,578 
[Ko,] 
I. Periode | Vor Zusatz von | | 9; a1 aA F ‘ *, 
(20') Dinitrophenol | | 35,1 31,2 34,5 34,9 64,1 | 19 
II. Periode Nach Zusatz von ||| 5, ¢ on one ot i ‘ 
(20’) Dinitrophenol | | 25,8 28,4 27,1 27,4 24,2 1,2 


brauch festgestellt haben (11), nicht bestatigen. Dieser Gegensatz 
scheint eine entsprechende Erklarung in neueren Beobachtungen zu 
finden (9) (12). Es scheint namlich die Gegenwart gewisser Donator- 
substanzen fiir das Zustandekommen der O,-erh6henden Wirkung des 
Dinitrophenols verantwortlich zu sein. — 


Zusammenfassung. 


Der Sauerstoffverbrauch der Mause wird sowohl durch die Trypano- 
someninfektion als auch durch die Wirkung des Dinitrophenols stark er- 
hdht. Der Angriffspunkt beider Wirkungen ist allerdings verschieden. Die 
Trypanosomen zehren am Blutsauerstoff des Wirtstieres und behindern 
daher den fiirs Gewebe nétigen normalen Sauerstoffnachschub. Das 
Dinitrophenol hingegen greift unmittelbar an den Gewebszellen an und 
bedingt in denselben eine iibernormale Ausnutzung der Dehydrierungs- 
vorginge. Das Ergebnis kommt in beiden Fallen im erhéhten Sauerstoff- 
bedarf zum Ausdruck. Behandelt man daher die infizierten Tiere mit 
Dinitrophenol, so kommt durch die Uberlagerung der beiden Er- 
scheinungen eine verfriihte Asphyxie mit tédlichem Ausgang zustande. 
Dies macht es wahrscheinlich, da® der durch stark gesteigerten Sauer- 
stoffbedarf eintretende Sauerstoffmangel eine bedeutende Rolle als 
Todesursache der experimentellen Trypanosomeninfektion spielt. 


Die Trypanosomen selbst werden durch Dinitrophenol in vitro 
nicht beeinfluBt. 








VI 


9.55 


“> 


0,2 


satz 
zu 
tor- 
des 


ino- 
-er- 
Die 
lern 
Das 
und 
ngs- 
off- 
mit 

Er- 
ide. 
1er- 

als 


itro 








Einwirkung von Dinitrophenol auf den Energieumsatz usw. 109 


Literatur. 


1) v. Fenyvessy, diese Zeitschr. 178, 289, 1926; Scheff, ebenda 200, 
309, 1928. — 2) Issekutz u. Novak, Ronas Ber. 1936. — 3) Dickmann u. 
Menzel, Zeitschr. f. Hyg. 118, 717, 1932. — 4) Uytvanck, C. r. Soc. Biol. 110, 
992, 1932. — 5) Benedikt u. Fox, Pfliigers Arch. 231, 445, 1933. — 6) Fischer- 
Wasels, Bungeler, Frankf. Zeitschr. f. Path. 39, 288, 1930. — 7) Pflesser, 
Arch. f. exper. Path. u. Pharm. 187, 472, 1937. — 8) Aszdédi, diese Zeitschr. 
152, 458, 1924. — 9) Alwall, Uber die Dinitrophenole. Berlin, W. de 
Gruyter, 1935; siehe hier weitere Literatur, insbes.: Cuéting u. Tainter. 

10) v. Fenyvessy, lc. — 11) Tainteru. Cutting, J. Pharm. a. Exp. Ther. 49, 
187, 1933. — 12) De Meio u. Barron. Proc. Soc. Exp. Biol. a. Med. 82, 
36, 1934. 





Quantitative Mikrobestimmung von Deuteroalkohol. 
Von 
Klaus Hansen und Ottar Dybing. 
(Aus dem Pharmakologischen Institut der Universitat in Oslo.) 


(Eingegangen am 20. Juni 1938.) 


Verbindungen mit eingebautem Deuterium bilden heute einen 
besonderen Zweig der Chemie und haben gleichzeitig neue Méglichkeiten 
fiir die experimentelle Physiologie und Pharmakologie eréffnet. Auf 
dem Gebiet der Alkoholforschung werden derartige Verbindungen 
nicht nur eine Reihe neuer Probleme schaffen, sondern auch dazu bei- 
tragen, die alten Probleme zu lésen. 

Theoretisch kénnen alle Wasserstoffatome des Alkoholmolekiils 
gegen Deuterium ausgetauscht werden, aber bis jetzt kennt man nicht 
viele solcher Verbindungen. Reitz (6) hat nachgewiesen, daB der bei 
der Garung von Zucker in schwerem Wasser entstehende Alkohol die 
Formel CH,DCD,OD besitzt. Der vollkommen deutero-substituierte 
Athylalkohol ist noch nicht rein dargestellt, aber Norsk Hydro-Elektrisk 
Kvaelstofaktieselskab, Oslo, hat einen Deuteroalkohol von 90,1 Vol.-°%, 
hergestellt, den wir zu den nachfolgenden Versuchen verwendet haben. 
AuBer Deuteroalkohol (C,D;,0D) enthalt das Produkt nach der Fabrik- 
analyse 0,9 Vol.-%, C,H;OH, 8,91 Vol.-°%, D,O und 0,09 Vol.-% H,0, 
fernerhin etwas Athylather und vermutlich Spuren von Estern. Methy!- 
alkohol sollte bei der verwendeten Darstellungsweise nicht vorhanden 
sein. Bei einem spez. Gew. Dj° = 0,9119 ergeben sich die einzelnen 
Konzentrationen in Gewichtsprozenten zu 

C,D,0D = 88,33 % DZO = 10,8 % 
C,H,OH = 0,78% H,O = 0,09% 

Die Lésung ist eine klare, farblose Fliissigkeit von leicht esterartigem 
Geruch und einem siiBlichen, brennenden Geschmack, der vollkommen 
an Athylalkohol erinnert. 

Die wichtigste Voraussetzung fiir eine Untersuchung der biologischen 
Eigenschaften von Deuteroalkohol ist das Vorhandensein einer zuver- 
lassigen Analysenmethode zur quantitativen Bestimmung dieser Ver- 
bindung. Wir haben zu diesem Zweck Widmarks Mikromethode zur 
Blutalkoholbestimmung gewahlt, und die Méglichkeiten ihrer Anwendung 
auch fiir Deuteroalkohol untersucht. 

Widmarks Mikromethode ist seit ihrer erstmaligen Veréffentlichung (7) 


allmahlich als die praktischste Analysenmethode fiir gerichtliche Blut- 
alkoholuntersuchungen anerkannt worden. Die Methode hat auBerdem 
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wesentlich dazu beigetragen, das Studium der Probleme in der biologischen 
Alkoholforschung durch die schnelle und bequeme Bestimmung von Alkohol 
in Blut und anderen physiologischen Fliissigkeiten zu erleichtern. Nach 
dem namlichen Mikroprinzip kann die Alkoholbestimmung auch in Gewebs- 
stiickchen ausgefiihrt werden [Mollestad (5)]. Die Methode ist nicht auf 
Athylalkohol allein beschraénkt. In analoger Weise ist ihre Brauchbarkeit 
zur Bestimmung von Methylalkohol [Bildsten (2)|, Athylaither [Gyllensvdrd 
und Palmlév (3)], Propyl- und Butylalkohol [ Berggren (1)] erwiesen. Grund- 
satzlich muB man annehmen, daB sie sich fiir alle fliichtigen Stoffe im Blute 
anwenden laBt, sofern diese Bichromat in konstanten Mengenverhaltnissen 
innerhalb der Konzentrations- und Temperaturgrenzen, welche die Methode 
zu decken vermag, reduzieren. 

Das Prinzip der Methode setzen wir als bekannt voraus, und finden 
es deshalb unnétig, es eingehend zu beschreiben. Wir verwenden die 
Methode mit kleinen Abainderungen. So erfolgt die Destillation nicht 
im Wasserbad, sondern im elektrischen Luftthermostaten bei 70° C 
mit einer Destillationszeit von 2!/, Stunden [Klaus Hansen und H. L. 
Lévenskiold (4)}. 

Die Grundlage der Alkoholbestimmung ist die Oxydation des 
Alkohols mittels Kaliumbichromat (etwa n/20 in konz. Schwefelsaure) 
und das entscheidende Moment fiir die Anwendung der Methode auf 
Deutero-Alkohol ist die Ermittlung des Verhaltnisses von Alkoholmenge 
zur Menge reduzierten Bichromats. Diese Bestimmung ist in fiinf 
Serien von Einzelanalysen an Alkohollésungen verschiedener Kon- 
zentration durchgefiihrt worden; der hierbei erhaltene Oxydations- 
faktor ist aus Spalte 4, Tabelle I, zu ersehen. Als Mittelwert dieser 
50 Analysen erhalt man 1,170 mit einer Standardabweichung von 

0,026 (Mittelfehler der einzelnen Beobachtung) und einem Mittel- 
fehler von - 0,004 (Mittelfehler der Mittelzahl). Diese 50 Analysen 
stellen nur einen Auszug aus dem gesamten Analysenmaterial dar, das 
147 Einzelanalysen umfaBt. Die absolute Zahl ausgefiihrter Analysen 
war 150 (30 in jeder Konzentrationsgruppe), wovon drei infolge techni- 
scher Fehler waihrend der Analyse ausscheiden. Der Auszug ist derart 
vorgenommen, da er soweit méglich einen echten Ausdruck fiir die 
ganze Analysenreihe bildet. Die Grenzwerte jeder Serie sind beriick- 
sichtigt, und gleichzeitig ist die iibrige Auslese unter den Einzel- 
analysen derart getroffen, daB der Mittelwert jeder Konzentrations- 
gruppe in den urspriinglichen Serien bewahrt worden ist. Die Mittelzahl 
der 147 Analysen war demnach auch 1,170 mit einem Mittelfehler 
von -+- 0,002. Die Standardabweichung war — 0,028. Die Grenzwerte 
beider Serien sind 1,28] bzw. 1,115. 

Bei Verwendung von n/100 Thiosulfatlésung zur Titration des 
verbrauchten Bichromats entsprechen 0,01 cem 1,17 y C,D;,OD. 

Dieser empirische Faktor ergibt sich indessen aus samtlichen 
reduzierenden Bestandteilen der Deuteroalkohollésung. Von anderen 
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Tabelle I. Bestimmung des Oxydationsfaktors in wasserigen 
Deuteroalkohollésungen. 





Gewicht Berechnete # Konzentration 
der Menge Gesamt- _Reduziertes Alkohol C,D;0D 
Probe alkohol Bichromat n/100 rf (Gesamtalkohol) 


mg 7 ecm . 100 0} 


Bichromat 
00 


147.5 61 1,159 
151 2, 60 1,205 
145 9,6 60 1,158 0,475 (0,479) 
139 16,6 52 1,281 
143 38,5 56 1,223 
156,5 i 151 1,159 
140,5 ‘ 137 1,146 
138.5 f 135 1,148 
138 BE 132 1,174 
141 136 1,162 
142 136 1,169 
154,5 150 1,153 
155 149 1,168 
136,5 131 1,168 
142,5 133 1,203 
159,5 153 1,170 
133 126 1,182 
148,5 142 1,169 
134,5 5 130 1,162 
133 126 1,182 
134 132 1,136 
142,5 138 1,159 
124 120 1,158 
163 159 1,151 
136,5 131 1,168 
137 132 1,159 
141 135 1,170 
136 130 1,169 
139 133 1,173 
122 114 1,202 
145,5 136 1,199 
145 138 1474 
- 150 143 1,175 
155 147 1,184 
125,5 118 1,195 
142,5 245 1,151 
116 198 1,162 
133,5 232 1,142 1,963 (1,982) 
125,5 222 1,122 
136,5 231 1,173 
145.5 327 1,153 
139 310 1,161 
131,5 306 1,115 
128 282 1,177 
124 277 1,162 
95 250 1,172 
90 y 242 1,148 
91 é 241 1,166 | 3,059 (3,087) 
122 326 1,156 
103 259 | 1,228 
M = 1,170 


1,110 (1,120) 
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Stoffen sind die 0,78 °%, Athylalkohol der einzige Bestandteil, von dem 
ein quantitativ erfaBbarer EinfluB auf die Bichromatreduktion an- 
genommen werden kann. Der empirische Faktor fiir Athylalkohol 
ist unter unseren Versuchsbedingungen 1,08. Da der Deuteroalkohol 
iiber 99°, der gesamten Alkoholmenge im Gemisch betragt, ist es 
zulassig, den gefundenen empirischen Faktor der Deuteroalkohol- 
lésung mit dem empirischen Faktor der reinen Alkohollésung zu ver- 
gleichen. Der Abstand zwischen diesen beiden Werten ist 1,17 — 1,08 
0,09, d. h. fiir jedes Prozent Athylalkohol, der dem schweren Alkohol 
beigemischt ist, fallt der Faktor der Mischung um 0,0009. In unserem 
Falle wird sich bei einem Gehalt von 0,78°%, Athylalkohol die Athyl- 
alkoholbeimischung dahin auswirken, dai der gefundene Faktor 
héchstens um 1 Einheit auf der 3. Dezimale zu niedrig ist. 

Aus der Oxydationsgleichung fiir Deuteroalkohol mit Kalium- 
bichromat laBt sich der theoretische Faktor bei quantitativer Oxydation 
zu Essigsdiure zu 1,30 berechnen. Der empirisch ermittelte Faktor ist 
also etwa 10°, niedriger als der theoretische. Der Abstand zwischen 
den entsprechenden Zahlen fiir Athylalkohol (1,15 und 1,08) ist etwas 
geringer, etwa 6°, des theoretischen Wertes. Die Oxydation geht 
somit unter unseren Versuchsbedingungen (Destillationszeit 2'/, Stunden 
bei + 70°C) in beiden Fallen fiir einen Teil der Alkoholmolekiile weiter 
als zu Essigsiure, wobei die Deutero-Essigsiure anscheinend weniger 
stabil in Bichromatschwefelséure ist als die gew6hnliche Essigsaure. 

Die vorstehend angefiihrten Faktoren setzen das vollstandig mit 
Deuterium substituierte Alkoholmolekiil, C,D,OD, als Ausgangspunkt 
der Analyse voraus, wobei man von einem Austausch der Deuterium- 
atome gegen Wasserstoffatome durch die Verdiinnung mit Wasser 
und wahrend der Destillation absieht. Ein derartiger Austausch ist 
wahrscheinlich, wenn man beriicksichtigt, was man iiber den Einbau 
von Deuterium bei Zuckerarten wei}, wonach der an Sauerstoff in 
Hydroxylgruppen gebundene Wasserstoff auBerst leicht mit dem 
Wasserstoff in Wasser in Austausch tritt. Es sind daher wesentlich 
Molekiile der Formel C,D;OH, die in die Bichromatschwefelsaure 
destillieren und eine bestimmte Menge Bichromat reduzieren. Es 
wiirde daher bei Betrachtungen iiber den Verlauf der Oxydation von 
Alkohol zu Essigsiure und unter Umstainden Kohlensiure korrekter 
sein, den fiir dieses Molekiil geltenden empirischen Faktor (1,15) mit 
dem entsprechenden theoretischen (1,28) zu vergleichen. 


Zusammenfassung. 


Widmarks Mikromethode wurde zur Athylalkoholbestimmung auf 

wisserige Deutero-Alkohollésung, C,D,O0D, angewendet. Das Ver- 
_ 2 

haltnis zwischen Alkohol und reduziertem Bichromat wurde empirisch 
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ermittelt (Destillationszeit 2!/, Stunden im Luftthermostaten _ bei 
+ 70°C). Der Mittelwert von 147 Analysen war 1,170 + 0,002, mit 
1,115 als niedrigstem und 1,281 als héchstem Wert. Bei Verwendung 
von Thiosulfat als Titrationsmittel entspricht 0,01 ccm einer n/10() 


Thiosulfatlésung 1,17 y C,D;,OD. 
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Uber die Geriistsubstanz der Tuberkelbazillen. 


Von 
M. Umezu und Th. Wagner-Jauregg. 


(Aus der Chemischen Abteilung des Chemotherapeutischen Forschungs- 
instituts ,,Georg Speyer-Haus“ in Frankfurt a. M.) 


(Eingegangen am 21. Juni 1938.) 


Durch erschépfende Behandlung frischer, menschlicher Tuberkel- 
bazillen mit Aceton, Ather, Alkohol und Chloroform lassen sich aus 
diesen Keimen Lipoide (Fette, Phosphatide, Wachse) extrahieren, die 
in saurefesten Bazillen in manchen Fallen bis zu einem Gehalt von 30°, 
des Trockengewichts enthalten sind!. Werden die entfetteten Bakterien 
mit Wasser und verdiinnter Natronlauge digeriert, dann gehen Nuclein- 
sduren und Fiweifsubstanzen in Lésung. AuBer Lipoiden, Eiweif und 
Nucleinsduren lésen die angegebenen Extraktionsmittel als Begleitstoffe 
auch Polysaccharide aus den Bakterienleibern heraus. Behandelt man 
nun mit n/2 Salzsiure bei Zimmertemperatur weiter, dann hinterbleibt 
schlieBlich ein unléslicher ,,Restkérper‘‘ in einer Menge von ungefahr 
40 bis 45° des Gewichts der entfetteten Bakterien, der diejenigen 
Stoffe enthalt, welche als Stitz- bzw. Geriistsubstanz der Bakterienleiber 
anzusehen sind und bisher chemisch nur wenig untersucht wurde. Dieser 
unlésliche Teil der Tbe.-Bazillen besitzt auch biologisches Interesse: 
F. Lindner und L. Oelrichs? stellten nimlich fest, daB einem Restkorper, 
welcher nach erschépfender Extraktion der Lipoidsubstanzen und 
nach Entfernung der léslichen EiweiSstoffe iibrig bleibt, die Fahigkeit 
zukommt, einen noch niemals mit dem Krankheitserreger in Beriihrung 
gekommenen Kérper so umzustellen, daB er einer Infektion mit viru- 
lenten Tbe.-Bazillen gegeniiber in typisch abgednderter Weise reagiert, 
ohne da®B der Restkérper imstande ware, eine Tuberkulinreaktion 
hervorzurufen. Allerdings fand H. Selter®, daB sich nur bei einer kleinen 
Anzahl von Meerschweinchen, die mit dem Tuberkelbazillenimpfstoff von 
Lindner und Oéelrichs vorbehandelt worden waren, eine gewisse 
Immunitétswirkung durch Verzégerung des Verlaufs einer tuberku- 
lésen Infektion bemerkbar machte, die aber in keinem Falle zu einer 
vollkommenen Abwehr der Infektion geniigte. Die meisten Tiere lieBen 
keinen wesentlichen Unterschied gegeniiber den Kontrollen erkennen. 

Zur chemischen Untersuchung des Restkérpers der Tuberkelbazillen 
erhitzten wir diesen einerseits mit verdiinnter Séure, andererseits mit 


1 Siehe dazu z. B.: V. F%schl in Schénfeld-Hefters ,,Chemie und Techno- 
logie der Fette und Fettprodukte‘. 8.411. Wien, Jul. Springer, 1936. — 
2 Zeitschr. f. Immunititsforsch. 86, 181, 1935. —- * Ebenda 90, 472, 1937. 
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verdiinnter Lauge. In beiden Fallen wurde (aus dem vorher erschépfend 
mit Lipoidlésungsmitteln behandelten Material) eine wachsartige 
Substanz in einer Menge von 12 bis 13°, des Restkérpers abgespalten 
die demnach als gebundenes Wachs zu bezeichnen ist. Das bei der sauren 
Hydrolyse auftretende Wachs wurde aus Ather mit Methanol umgefiallt 
und besaB dann einen Schmelzpunkt von 50°, entsprechend dem ,,rohen 
Wachs“, das R.J. Anderson! aus humanen Tuberkelbazillen isoliert 
hat. Mit den fest gebundenen Lipoiden des menschlichen Tuberkel- 
bazillus beschaftigt sich auch eine neuere Arbeit von R. J. Anderson. 
R.E. Reeves und F. H. Stodola?. Die amerikanischen Autoren fanden, 
da aus den entfetteten Bazillen durch Behandlung mit angeséuer- 
ten Alkohol-Athergemischen Lipoid-Kohlenhydratkomplexe extrahiert 
werden kénnen und nehmen an, das das gebundene Lipoid in der 
Bakterienzelle entweder mit Kohlenhydrat oder EiweiB verkniipft ist. 
Das Vorkommen von gebundenem Wachs im Restkérper, also der- 
jenigen Fraktion der Tuberkelbazillen, die wahrscheinlich den Haupt- 
anteil der Zellwande enthalt, ist bemerkenswert im Hinblick auf Befunde 
von H. Hess, W.Wergin und Mitarbeitern®. Diese Autoren wiesen 
namlich nach, daB wachsartige Substanzen ein recht allgemein ver- 
breitetes Bauelement der streckungsfahigen Zellwand sind. Auf réntgen- 
interferometrischem Wege konnten sie in jungen Keimhiillen von 
Hafer (Avena-Koleoptilen), in Baumwollhaaren und anderen jungen 
teweben von einer groBen Anzahl verwandtschaftlich weit auseinander- 
stehender Pflanzen wachsartige Bestandteile nachweisen. Auch die 
chemische Untersuchung von Mais-Koleoptilen hat die Anwesenheit 
einer Fett-Wachskomponente ergeben. Es erscheint demnach die 
Folgerung berechtigt, daB Wachse in chemisch gebundener Form eine 
allgemeinere Bedeutung fiir den Aufbau von Zellwtinden besitzen. 

_ Ein grofer Teil des bei der sauren oder ‘alkalischen Hydrolyse des 
Restkérpers der Tuberkelbazillen erhialtlichen Stoffgemisches sind 
Kohlenhydrate. Bei der sauren Hydrolyse traten reduzierende Zucker 
auf, neben einer sauren Fraktion, die ein in Alkohol unlésliches Barium- 
salz gab. Die Hydrolyse mit Bariumhydroxyd lieferte ein nicht redu- 
zierendes, wasserlésliches Polysaccharid. Dieses lieB sich durch Fallung 
mit Bleiessig in schwach ammoniakalischer Lésung weiter reinigen, 
nachdem vorher Begleitstoffe mittels neutralem Bleiacetat entfernt 
worden waren. Es zeigte schwache Rechtsdrehung ([x],, = + 22°), 
enthielt noch 2.7 °,, Stickstoff und war nicht identisch mit der aus der 
Phosphatidfraktion menschlicher Tbe.-Bazillen durch alkalische Hydro- 


lyse gewonnenen ,,Manninositose‘’ von R..J. Anderson und E.G. 


1 J. of biol. Chem, 88, 505, 1929. 2 Ebenda 121, 649, 1937. 
3 Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 70, 517, 1937; 71, 145, 1938. 
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Roberts'. Bei der sauren Hydrolyse lieferte das Polysaccharid des 
Restkérpers reduzierende Zucker, vor allem d-Arabinose, die in Form 
ihres Phenylosazons und Diphenylhydrazons gefaBt wurde. d-Arabinose 
war vorher schon in verschiedenen anderen Fraktionen der Tuberkel- 
bazillen von R.J. Anderson und Mitarbeitern aufgefunden worden?. 
Mannose konnten wir nicht mit Sicherheit nachweisen, wahrend dieser 
Zucker in verschiedenen léslichen Fraktionen der Tuberkelbazillen in 
gréBerer Menge vorkommt?. 

Neben dem Polysaccharid erhielten wir bei der Alkalibehandlung 
des Restk6érpers eine saure Fraktion, die in Form der Bariumsalze 
isoliert wurde. Sie bestand zum gr6éBten Teil aus d-Mannonsdure, die 
als Phenylhydrazid und als Brucinsalz identifiziert wurde. Hexon- 
siuren hat man bisher als Baustein von Tuberkelbazillen nicht auf- 
gefunden. Die strukturellen Beziehungen, die zwischen der d-Mannon- 
siure und der d-Arabinose bestehen, legen den Gedanken an eine 
Entstehung der Pentose in den Bazillen durch Decarboxylierung und 
Dehydrierung der Hexonsaure nahe: 


COOH 
HOCH CHO 
| | 
HOCH i HOCH 
| > | 
HCOH HCOH 
| 


| 
HCOH HCOH 
| | 
CH,OH CH,OH 
d-Mannonsaure. d-Arabinove. 

Die d-Form der Arabinose ist in der Natur nicht weit verbreitet; sie 
wurde auSer in Tuberkelbazillen noch als Spaltprodukt der Aloeglucoside 
Barbaloin und Isobarbaloin beobachtet. 

Weiter enthielt das alkalische Hydrolysat des Restkérpers Amino- 
siuren, wie Farbreaktionen erkennen lieBen. T'yrosin, das als Bestand- 
teil von EiweiBkérpern der Tuberkelbazillen bekannt ist”, konnten 
wir mittels des Pikrolonats nachweisen. 

Genauere Angaben iiber die quantitativen Verhaltnisse kénnen 
noch nicht gemacht werden. Bei der Aufteilung des Baryt-Hydrolysats 
des Restkérpers verhielten sich die Mengen der rohen Kohlenhydrat: 
Hexonsiure:Aminosiurefraktion ungefihr wie 2:1:1. Der erste 
orientierende Einblick den die vorliegende Untersuchung gewahrt, 
laBt den SchluB zu, daB die Geriistsubstanz menschlicher Tuberkelbazillen 

' J. Amer. Chem. Soc. 52, 5023, 1930. 2 Siehe z. B.: H.G. Wells 


u. E.R. Long, ,,The Chemistry of Tuberculosis‘, Baltimore, The Williams 
and Wilkins Company, Second Edition, 1932. 
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ein an Kohlenhydrate oder Aminosiuren (bzw. Polypeptide oder Proteine ) 
gebundenes Lipoid enthalt, oder daB diese drei Stoffklassen darin zu einem 
einzigen Komplex vereinigt sind. 

Aus der Phosphatidfraktion frischer, menschlicher Tuberkelbazillen 
konnte K. Bloch! durch Digerieren mit Aceton bei 30° ein Wachs vom 
Schmelzpunkt 37° isolieren. Aus diesem erhielt er bei zw6lfstiindigem Kochen 
mit 5° ,iger alkoholischer Kalilauge eine Wachssiure vom Schmelzpunkt 56 
bis 57°, die mit dem ,,Unverseifbaren Wachs‘ von R. J. Anderson? identisch 
war. Wir gewannen aus dem bei 37° schmelzendemWachs durch energischeres 
Verseifen neben ,,Unverseifbarem Wachs“ eine Substanz, die nach Schmelz- 
punkt (72 bis 73°) und CH-Analyse identisch mit dem von R. J. Anderson 
und Mitarbeitern® aus Tuberkelwachs gewonnenem Phthiocerol zu sein 
scheint. Allerdings war der Methoxylgehalt geringer als der von Anderson 
im Phthiocerol gefundene; vielleicht enthielt unser ,,Phthiocerol‘S noch 
etwas ,,unverseifbares Wachs‘. Wir médchten aus den angefiihrten Be- 
funden den Schlu&B ziehen, daB im tiefschmelzenden Wachs der Tuberkel- 
bazillen entweder ein Gemisch von Phthiocerol und ,,Unverseifbarem Wachs‘ 
vorliegt oder dap diese beiden Komponenten darin chemisch verbunden sind. 


Beschreibung der Versuche. 

Die Tuberkelbazillen (Stamm T.R. human) wurden auf einer 
synthetischen Nahrlésung 8 Wochen lang bei 37° bebriitet. Der Nahr- 
boden bestand aus: 


1 Liter dest. Wasser 2,5 g¢ Magn. citricum 
5g Asparagin 0,6 g Magnesiumsulfat 


5g Kaliumbiphosphat ~~ 35ceem Glycerin 
7,0ecm Natronlauge 1: 10. 

Es gelangte in einem Ansatz das Material von 150 Ziichtungs-1-Liter- 
kolben zur Aufarbeitung. Fiir die Herstellung und Uberlassung der Bak- 
terien sind wir der I. G., Farbenindustrie A.-G., Herrn Prof. L. Lauten- 
schliger zu groBem Danke verbunden. Bei der Extraktion der Lipoide 
aus den lebenden Bazillen erfreuten wir ung der Mithilfe der experi- 
mentell-therapeutischen Abteilung des Staatsinstituts fiir experimentelle 
Therapie, Frankfurt a. M. (Abteil.-Leiter Prof. Dr. R. Prigge). 

Die Entfettung der frischen Bazillen mit Aceton, Alkohol, Ather 
und Chloroform erfolgte in der bei E. Chargaff{* angegebenen Weise 
nach der Modifikation von K. Bloch®, wonach man die feuchte 
Bakterienmasse zuerst mit Aceton und erst nachher mit Alkohol- 
Ather stehen 1a8t. Wir erhielten nur ungefahr 5 bis 6 g acetonlésliches 
Fett und hatten den Eindruck, da8 unsere Bazillen tiberhaupt armer 
an Lipoiden waren, als wir nach den Angaben der Literatur (meistens 
auf Long- oder Sauton-Nahrboden geziichtete Bazillen) erwartet hatten. 


1 Zeitschr. f. physiol. Chem. 244, 1, 1936. —- ? J. of biol. Chem. 85, 
379, 1929. —- * Ebenda 114, 467, 1936; 119, 535, 549, 1937. — 4 Abder- 
halden, Handb. d. biol. Arbeitsmethod. Abt. XII, Teil 2, Heft 2, 8. 92, 1933. 
- § Zeitschr. f. physiol. Chem. 244, 1, 1936. 
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Phosphatid- und Wachsfraktion. 


Die Phosphatid-Fraktion wurde mehrmals aus feuchtem Ather mit 
Aceton umgefallt und daraus wurden nach K. Bloch (1. ¢.) Begleitsub- 
stanzen entfernt, durch Extraktion mit Wasser die Polysaccharide und 
durch Digerieren mit Aceton hei 30° der wachsartige Bestandteil. Letzterer 
war phosphorfrei, schmolz bei 35 bis 40° und stellte den Hauptanteil 
(0,65 g) unserer Phosphatidfraktion dar, waihrend die Menge der als 
Bleisalz isolierten Phosphatidsiuren nur 50 mg betrug. Zur Verseifung 
dieses niedrigschmelzenden Wachses wurden 0,5g mit 20 ccm Benzol 
+ 25ceem Alkohol + 1,5 g KOH 72 Stunden lang in Stickstoffatmo- 
sphare unter RiickfluB erhitzt. Die alkalische Lésung dampften wir 
im Vakuum zur Trockne ein, nahmen den Riickstand mit Wasser auf 
und schiittelten mit Ather durch. Die mit verdiinnter Salzsiure ge- 
waschene ftherische Lésung ergab beim Einengen eine Substanz, die 
nach mehrmaligem Umkristallisieren aus Essigester feine, zu Biischeln 
vereinigte Kristallnadelchen darstellte und bei -+- 72 bis 73° schmolz. 
Nach Anderson und Mitarbeitern (1.c.) schmilzt Phthiocerol bei 73 bis 74°. 

3,958 /3,614 mg Substanz:11,34/10,36 mg CO,; 4,73/4,30 mg H,O. 

Methoxylbestimmung nach Viebéck-Borchert: (Zeisel-Apparat) 2,246 
2,514 mg Substanz: 1,51/1,68 cem n/100 Na,S,0,; (Methylimidapparatur) 
3,877 mg Substanz: 2,60 cem n/100 Na, 8,O;. Gef.: C 78,12, 78,12; H 13,38, 
13,31; OCH, 3,48, 3,45, 3,48. 

Phthiocerol: C,,H,-(OH),OCH, (540,6). Ber.: C 77,78; H ‘13,33; 
OCH, 5,73 oder C,,;H,,(OH),OCH, (554,6). Ber.: C 77,98; H 13,35; 
OCH, 5,60. 

Die nach der Entfernung des Phthiocerols zuriickbleibende alkalische 
Hydrolysenrestlésung wurde mit verdiinnter Salzsiure kongosauer 
gemacht und mit Ather ausgeschiittelt. Die Atherlésung lieferte eine 
wachsartige Substanz, die nach mehrmaligem Umldésen aus Essigester 
bei 57 bis 58° schmolz: ,,Unverseifbares Wachs*. Die wasserige Hydro- 
lysenmutterlauge reduzierte Fehlingsche Lésung schwach. 

Die getrockneten, entfetteten Bakterien (80 g) enthielten in ziemlich 
reichlicher Menge Magnesium- und Ammoniumsalze und Phosphate. 
Sie wurden in einer Kugelmiihle 4 Tage lang gemahlen und dann im 
Extraktionsapparat je einen Tag lang unter Durchleiten von Stickstoff 
und vor Licht geschiitzt mit Ather, Aceton, Toluol und Methanol 
behandelt. Dabei lieBen sich noch 13 g lipoider Substanzen entfernen. 

Aus dem Toluolextrakt fiel beim Zusatz des dreifachen Volumens 
Methanol ein hellgelb gefarbtes Wachs vom Schmelzpunkt 52° aus. 
Das durch dreimalige Umfallung aus Ather : Methanol (1 : 1) gereinigte 
Produkt schmolz gegen 200°, in Ubereinstimmung mit Befunden von 
R. J. Anderson’. 


1 J. of biol. Chem. 88, 505, 1929. 
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Restkorper. 


Die erschépfend entfettete Bakteriensubstanz (67 g) schiittelten 
wir mit 1200 cem dest. Wasser 24 Stunden lang (Toluolzusatz) und 
wiederholten diese Extraktion nach dem Zentrifugieren zweimal in 
der gleichen Weise. Nachher wurde mit einer Lésung von 48 g NaOH 
in 1600 cem Wasser zweimal je 24 Stunden bei Zimmertemperatur, 
desgleichen mit je 1500 cem n/2 HCl digeriert. Der Riickstand der 
neutralen, basischen und sauren Extraktionen wurde zweimal mit 
dest. Wasser, mit 50°,igem Alkohol, mit absolutem Alkohol und mit 
Ather gewaschen und im Vakuumexsikkator iiber P,O; getrocknet. 
Ausbeute: an ,,Restkérper‘’ 28,5 g. In einer veraschten Probe war 
kein Sulfat nachweisbar. 


a) Saure Hydrolyse des Restkérpers. 

8,5 g Restkérper wurden mit 100 ccm n H,SO, 8 Stunden lang 
unter RiickfluB und Einleiten von Stickstoff zum Sieden erhitzt, wobei 
die Hauptmenge in Lésung ging. Der ungeléste Anteil war von gelati- 
néser Konsistenz und wog nach dem Waschen mit Wasser und Alkohol 
und Trocknen 1,1 g (13% des Restkérpers). 


Das dunkel gefarbte saure Hydrolysat schiittelten wir dreimal mit 
Ather aus und erhielten nach dem Abdampfen des Athers 1,1 g einer 
wachsartigen Substanz vom Schmefzpunkt 42° (13°, des Restkérpers) : 
gebundenes Wachs. Unléslich in verdiinnter KOH, auch beim Er- 
warmen. In Ather gelést und mit Methanol gefallt (dreimal): Schmelz- 
punkt = 50°. 


Der saure, wasserige Riickstand der Atherextraktion wurde mit 
Barytlésung von der Schwefelsiure befreit und zur Sirupkonsistenz 
eingeengt, der Sirup iiber Nacht im Exsikkafor iiber P,O, getrocknet 
und mehrmals mit absolutem Alkohol je 10 Minuten lang ausgekocht. 
Die in Alkohol unlésliche Fraktion betrug 1,9 g (22° des Restkérpers). 


Die alkoholische Lésung reagierte sauer und gab beim Neutrali- 
sieren mit Barytlésung ein Bariumsalz, das zur Reinigung mehrmals 
aus wasseriger Lésung mit viel absolutem Alkohol umgefallt wurde. 
(Uber Nacht im Eisschrank stehen lassen.) Die bei 100° im Vakuum 
iiber P,O, getrocknete Substanz enthielt : 30,82 °% C, 4,66 °%, H, 23,86 °%, 
Ba, 0°% P. Die Naphthoresorcinprobe auf Glucuronsaure fiel negativ 
aus. 

b) Alkalische Hydrolyse des Restk6érpers. 


I. Bei sechsstiindigem Kochen des Restkérpers mit 5 °,iger Natron- 
lauge ging fast alles in Lésung. Fiir die praparative Aufarbeitung 
zogen wir die Hydrolyse mit Barytlésung vor. Uber die quantitativen 
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Verhaltnisse bei der Aufarbeitung des Hydrolysats gibt folgender 
Versuch ein orientierendes Bild, wobei 2,75 g erschépfend extrahierte 
Tbe.-Bazillen (,,Restkérper“*) mit hei® gesattigter Barytlésung 
5 Stunden lang hydrolysiert wurden: 


Atherlésl. Teil Barytwasserlésl. Teil Barytwasserunlésl. Teil 
(nach Entfernung des Ba mit H,S0O,): 
0,35 ¢ = 12.7% 2,05 g = 74,6 % 0,18 g = 6,5% 


.gebundenes Wachs* 
wassrig. Lsg. in 9 Volumenteile abs. 
Alkohol eingegossen: 


Fallung Filtrat 
0,98 g = 35,6 % mit Ba(OH,) neutralisiert 
« Kohlenhydrat*-Fraktion und mit Alkohol gefallt 
Fallung Filtrat 
(nach Entfernung des Ba mit H,S0O,): 
0,48 g 17,5% 041g = 149% 
+» Hexonsiure**-Fraktion »Aminosiure*-Fraktion 


II. 17,5 g Restkérper wurden mit 100 ccm einer heif gesattigten 
Barytlésung 3 Stunden unter Einleitung von Stickstoff unter RiickfluB 
gekocht. Der ungeléste Riickstand wurde bis zur neutralen Reaktion 
mit 2n HCl versetzt und dann mit verdiinnter Essigsiure angesduert. 
Der in Essigsdure lésliche Anteil wurde mit einem groBen UberschuB 
Alkohol gefallt und nach wiederholter Umfallung aus Wasser — Alkohol 
im Vakuum bei 100° iiber P,O, getrocknet. 

Eigenschaften: Loéslich in verdiinnter HCl, Naphthoresorcinreaktion 
negativ, Molisch-Reaktion positiv, Fehlingsche Reaktion negativ (auch 
nach salzsaurer Hydrolyse). 

Analyse: 38,07 mg Substanz: 14,lmg CO,, 840mg H,O; 8,203 
7,343 mg Substanz: 5,229/4,638 mg BaSO,. Gef.: C 10,13; H 2,47; Ba 
37,51, 37,65. Gef. anorganisches P,O,: 18,0° , leicht abspaltbares P,O, 
(7 Minuten in n HC! bei 100°): 19,72; Gesamt-P,O,; (nach Veraschung): 
20,6% (= 9,01% P). 

Die Analyse zeigt, daB die Subsianz vorwiegend aus anorganischem 
Bariumphosphat bestand. 

Kohlenhydrat. Das Filtrat der Barythydrolyse wurde mit verdiinnter 
H,SO, genau neutralisiert, filtriert und das Filtrat mit neutralem 
Bleiacetat gefallt. Das Filtrat der neutralen Bleiacetatfallung wurde 
mit Ammoniak stark alkalisiert und alkalischer Bleiessig zugesetzt. 
Der dabei entstehende Niederschlag wurde in Wasser suspendiert, mit 
H,8 zerlegt und bis zur Sirupkonsistenz eingeengt. Nach dem Ansauern 
mit Essigsiure gossen wir in 100 cem absoluten Alkohol ein, wobei 
ein weiBer Niederschlag ausfiel (Filtrat A). Der Niederschlag wurde 
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noch zweimal in Wasser—Eisessig gelést und durch EingieBen in abso- 
luten Alkohol wieder gefallt und getrocknet. Ausbeute = 1,46 g. 


Analyse: Gef.: N 2,74%, P 0,07 %. 
+- 0,22°. 100 
WER | a 


Polarisation: [«]p) = 22°, 

Kigenschaften: Fehlingsche Reaktion negativ (nach salzsaurer Hydro- 
lyse stark positiv). Keine Farbreaktion mit Jodlésung. Orcinprobe positiv. 
Keine SH-Gruppen mit Nitroprussidnatrium nachweisbar. Entfarbt 
n/10 KMnOQ,. Reduziert ammoniakalische AgNO,-Lésung nicht. Molisch- 
Reaktion positiv. 

Hydrolyse: 50 cem einer 1] °,igen wasserigen Lésung des Kohlen- 
hydrats und 50 cem n H,SO, wurden gemischt und 3 Stunden lang ge- 
kocht ; dabei trat schwache Linksdrehung auf: «,(1dm) = — 0,15°. 5eem 
des Hydrolysats, 25 mg Kohlenhydrat entsprechend, verbrauchten bei 
der Titration nach Willstdtter-Schudel 1,86 com n/10 Jod, entsprechend 
12,95 mg Pentose. 


d-Arabinose-Phenylosazon. 80ccm (=0,4g Kohlenhydrat) des 
schwefelsauren Hydrolysats wurden mit Baryt neutralisiert und das 
Filtrat auf ein Volumen von 3,5 ccm eingeengt. Es wurden 0,25 ccm 
Phenylhydrazin, 1 com Alkohol und 2 Tropfen Eisessig zugesetzt und 
im Eisschrank aufbewahrt: sehr geringe Kristallausscheidung (Mannose- 


Phenylhydrazon ’?). Die filtrierte Lésung wurde auf dem Wasserbad 
2 Stunden erhitzt, mit Tierkohle entfairbt und filtriert. Beim Stehen 
bei Zimmertemperatur fielen Kristalle aus, die aus Pyridin umkristalli- 
siert, bei 151° schmolzen. Nach dem Waschen mit Methanol-Benzol 
wurde noch viermal aus 30 °,,igem Alkohol umkristallisiert. Schmelzpunkt 
= 153 bis 156°. Mischschmelzpunkt mit d-Arabinose-Phenylosazon : 


. 


154 bis 156°. 
C,;H,,0,N,. Ber.: N 17,05%. Gef.: N 16,51%. 


Aus dem alkoholisch-essigsauren Filtrat A der Kohlenhydrat- 
fallung schieden sich nach dem Einengen Kristalle aus, die aus absolutem 
Alkohol und aus heiBem Wasser umkristallisiert, bei 291° schmolzen. 
Mischschmelzpunkt mit JU-7'yrosin: 291 bis 293°. (Schmelzpunkt 
l-Tyrosin: 293 bis 295°.) Farbreaktion auf Tyrosin nach Denigés: 
stark positiv. 

5,990 mg Substanz: 0,418 cem N, (21°/748 mm). 

C,H,,0,N. Ber.: N 7,7%. Gef.: N 7,97%. 


Ill. Es wurden 17g Restkérper mit 100 ccm hei®B gesattigtem 
Barytwasser unter Einleiten von Stickstoff 5 Stunden in der Siedehitze 
hydrolysiert und das Hydrolysat mit Ather extrahiert. 
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a) Wachsfraktion. Der atherlésliche Teil wog nach dem Trocknen 
2,1 g (12,3%). Eine Probe war in kalter und heiBer 2 n NaOH unléslich. 
In Toluol unter schwachem Erwarmen gelést und mit dem dreifachen 
Volumen absolutem Methanol gefallt, schmolz die Substanz nach dem 
Trocknen unscharf zwischen 65 bis 90°. In Ather war die Substanz 
schwerer léslich als das bei der sauren Hydrolyse erhaltene Wachs. 
Zur Verseifung wurde die Substanz 6 Tage lang mit benzolisch-alkoholi- 
scher Natronlauge gekocht und lieferte dann ein Wachs vom Schmelz- 
punkt 67 bis 71°. 

Gef.: C 81,37%; H 13,26 %. 

b) Der alkalilésliche Teil des Hydrolysats wurde bis zur lackmus- 
sauren Reaktion mit 2n H,SO, versetzt, der BaSO,-Niederschlag 
durch Zentrifugieren abgetrennt, die klare Lésung im Vakuum etwas 
eingeengt und mit verdiinnter Barytlésung genau neutralisiert. Nun 
wurde bis zu einem Gehalt von 90°, mit absolutem Alkohol versetzt, 
wobei eine Fallung auftrat (Filtrat B). 

Die Fallung wurde abgetrennt, in Wasser gelést, mit 2 n Ammoniak 
und Bleiessig versetzt und der entstandene Niederschlag zur Ent- 
fernung des iiberschiissigen Bleies in wasseriger Suspension mit H,S 
behandelt. Das Filtrat der Sulfidfillung engten wir nach Entfernung 
des H,S ein, klirten die Lésung durch Schiitteln mit etwas Clarit und 
Filtration iiber Kieselgur und fallten durch EingieBen in absoluten 
Alkohol (Filtrat C). Der Niederschlag, der die Kohlenhydrat-Fraktion 
darstellt, wurde abfiltriert, mit 30 com n H,SO, hydrolysiert und 
dann mit Ba(OH), genau neutralisiert. Das Filtrat der Bariumsulfat- 
fallung ergab nach dem Verdampfen im Vakuum 0,4 g Trockensubstanz. 
Eine Lésung dieser Substanz in 60°,igem Alkohol wurde mit einer 
alkoholischen Diphenylhydrazinlésung versetzt, 8 Stunden lang gekocht 
und im Eisschrank zur Kristallisation gebracht. Kurze Nadelchen vom 
Schmelzpunkt: 198 bis 199°. Mischschmelzpunkt: mit d-Arabinose- 
diphenylhydrazon 198 bis 200°. Schmelzpunkt d-Arabinose-dipheny]- 
hydrazon = 201 bis 202° (aus kauflicher d-Arabinose). 

2,140 mg Substanz: 0,168 cem N, (249/755 mm), 

Cy;H90,N;. Ber.: N = 9,15%. Gef.: N = 8,96%, 

Das Filtrat der ammoniakalischen Bleiessigfallung wurde mit H,S 
vom Blei befreit. Es enthielt Barium und reduzierte Fehlingsche Lésung 
auch nach der sauren Hydrolyse nicht. Nach dem Einengen zum Sirup 
wurde dieser in Alkohol gegossen (Filtrat D). Die Fallung wog nach dem 
Trocknen 3g. Einen Teil des Niederschlags erhitzten wir mit etwas 
Phenylhydrazin in 2n Essigsiure 5 Stunden lang auf dem Wasserbad 
und lieBen nach Zugabe einiger Tropfen Eisessig im Eisschrank kristalli- 
sieren. Nach wiederholter Umkristallisation aus Wasser lag der Schmelz- 
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punkt bei 212 bis 215° (schrig abgeschnittene Prismen). Mannonsédure- 
phenylhydrazid schmilzt nach den Angaben der Literatur bei 214 
bis 216°! 

6,00 mg Substanz: 0,517 cem N, (21°/755 mm). 

(,.H,,N,O,. Ber.: N = 9,79%. Gef.: N = 9,94%. 

Das Brucinsalz schmolz nach dem Umkristallisieren aus 30 igem 
Alkohol bei 212 bis 214°. Schmelzpunkt des Brucinsalzes der Mannon- 
sdure = 2129.2 

Die vereinigten Filtrate der Alkoholfillungen (Filtrat B + C + D) 
wurden zur Trockne eingeengt und mit absolutem Alkohol-Eisessig (1 : 1) 
versetzt. Die dabei ausgefallte Substanz zeigte positive Ninhydrin- 
und Xanthoproteinreaktion und schmolz bei 288°. In Wasser gelést 
und mit wasseriger Pikrolonséure versetzt: Kristalle vom Schmelz- 
punkt 256 bis 258°. Mischschmelzpunkt mit Tyrosin-Pikrolonat: 259 
bis 260°. Schmelzpunkt von [-T'yrosin-Pikrolonat = 260 bis 261°. 
(Alle Schmelzpunkte unter Zersetzung.) 

c) Der in Barytwasser unlésliche Teil der Restkérperhydrolyse 
wurde in Wasser suspendiert, mit 2n H,SO, bis zur lackmussauren 
Reaktion unter Riihren versetzt, und dann filtriert. Das Filtrat wurde 
im Vakuum bis zur Sirupkonsistenz eingeengt und in absoluten Alkohol 
gegossen. Die ausfallende Substanz wog nach dem Trocknen 0,1 g. Sie 
wurde in Wasser gelést und mit etwas Cinchoninlésung versetzt. Nach 
Entfernen des ausfallenden geringen Niederschlags wurde das Filtrat 
schwach alkalisch gemacht, iiberschiissiges Cinchonin durch Schiitteln 
mit Chloroform entfernt und die Lésung eingeengt. Den Riickstand er- 
hitzten wir mit n H,SO, 4 Stunden lang unter Einleiten von N, auf 
100°. Nach Entfernung der H,SO, mit verdiinnter Barytlésung wurde 
die filtrierte Lésung etwa auf die Halfte des Volumens eingeengt und mit 
einer alkoholischen Lésung von Diphenylhydrazin versetzt, 4 Stunden 
lang im siedenden Wasserbad erhitzt und im Eisschrank der Kristallisa- 
tion tiberlassen. Die nach 2 Tagen gesammelten Kristalle schmolzen, 
dreimal aus Alkohol umkristallisiert, bei 198 bis 189°. Mischschmelz- 
punkt mit d-Arabinose diphenylhydrazon = 199 bis 200°. 


Dem Roche-Fonds der Deutschen Forschungsgemeinschaft verdanken 
wir die leihweise Uberlassung eines Polarisationsmikroskops, das uns bei 
der Identifizierung der Kristalle ausgezeichnete Dienste leistete. 


1 BE. Fischer u. Hirschberger, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 22, 3219, 1889. 
2 E. Fischer, ebenda 23, 801, 1890; Nef, A. 408, 322, 1914; Levene u. 
Meyer, J. of biol. Chem. 26, 359, 1916. 





Ausschiittelung des Faktors Z und der Bios-Wuchsstoffe 
durch Hefe. 
Von 
Vagn Hartelius und Niels Nielsen. 
(Aus dem Carlsberg Laboratorium Kopenhagen. ) 


(Eingegangen am 4. Juli 1938.) 


Euler und Swartz wiesen 1924 nach, daB der Hefeextrakt und der 
Extrakt von Gerstenkeimlingen eine Substanz enthalt, welche die Garung 
fordert; diese Substanz nannten sie Faktor Z. Wahrend leicht festzustellen 
war, daB der Faktor Z nicht mit der Cozymase (Euler und Myrbiick 1924) 
oder mit dem Vitamin B, (Philipson 1930) identisch ist, erschien sein Ver- 
haltnis zu den Bios-Wuchsstoffen unklar. Wahrend Philipson (1930) auf 
Grund vorgenommener Fraktionierungen nach der Methode von Lucas 
den Faktor Z und Bios nicht fiir identisch hielt, nahmen Euler und Larsson 
(1934) an, daB der Faktor Z mit Bios II identisch sei. Nach einer kiirzlich 
erschienenen Veréffentlichung von Aégl (1937) beeinfluBt Biotin die Garung 
nicht, dagegen wurde aus Hefeextrakt ein Praparat hergestellt, welches in 
starker Verdiinnung die Garung férdert. Philipsons Auffassung, dab 
Faktor Z und Bios nicht identisch sind, scheint also richtig zu sein. 


In einer Reihe von Untersuchungen (Nielsen 1934, Nielsen und 
Hartelius 1937, Nielsen und Fang 1937) konnte aus wuchsstoffhaltigen 
Lésungen ein bestimmter Teil des Wuchsstoffgehalts mit Hefe aus- 


geschiittelt werden. Beim Ausschiitteln von Bierwiirze mit biosreicher 
Bierhefe wurde etwa die Halfte der Bios-Wirkung entfernt, dagegen wurde 
mit wuchsstoffarmer PreBhefe fast die ganze Wuchsstoffwirkung 
entfernt. 


Wir haben das Verhalten des Faktors Z beim Ausschiitteln mit 
Hefe untersucht, da man so vielleicht die Wirkung des Wuchsstoffes 
und die des Faktors Z voneinander trennen kann, was fiir verschiedene 
Untersuchungen von Bedeutung wire. 


Versuchsergebnisse. 

Fiir die Versuche wurden drei verschiedene Bierwiirzeproben 
benutzt. Diese Proben wurden teils unbehandelt, teils nach Aus- 
schiitteln mit PreBhefe oder Brauereihefe untersucht. Dazu wurden 
100 g PreBhefe oder ausgewaschene Brauereihefe in 1000 cem Wiirze 
aufgeschwemmt und danach in der Schiittelmaschine 2 bis 4 Stunden bei 
etwa 20° geschiittelt. Dann wurde die Hefe abzentrifugiert und die 
Wiirze im Autoklaven (10 Minuten bei 120°) sterilisiert. Nach zwei- 
tigigem Stehen hatte sich ein Bodensatz gesammelt, der vor Beginn 
eines Versuchs abfiltriert wurde. 
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Die gaérungsférdernde Wirkung (Faktor Z-Wirkung) wurde nach de: 
Methode von Warburg gemessen. In jeden Rezipienten wurden 2 ccm 
Hefeaufschwemmung (in einer L6sung von m/9 Glucose und m/20 K H,P0O,) 
pipettiert (etwa 4mg Hefetrockensubstanz). In den Seitenansatz de: 
Rezipienten wurden 0,03 bis 0,1 cem der verschiedenen Wiirzepraparat« 
gegeben. Die Vergérung wurde bei 25° gemessen. Nachdem die Garung nach 
eingetretener Konstanz einige Male gemessen worden war, wurde der Inhalt 
der Seitenansitze in die Rezipienten gekippt und die Messung fortgesetzt. 
Es konnte nur héchstens etwa 2 Stunden gemessen werden, weil die Hef: 
dann zu wachsen begann. Mit allen Praparaten wurden Doppelbestim 
mungen angesetzt. In den Tabellen sind die Mittelwerte angegeben. 

In den Tabellen ist die Garung nach der Mischung im Verhiltnis 
zur Garung vor der Mischung angegeben, indem letztere gleich 100 
gesetzt ist. Ergeben 0,03 cem unbehandelte Wiirze eine Garung von 
155 (Tabelle I) und 0,05 ccm unbehandelte Wiirze eine Garung von 201, 
wahrend 0,1 ccm mit Brauereihefe ausgeschiittelte Wiirze eine Garung 
von 190 aufweist, so findet man durch Interpolation, daB 0,1 cem mit 
Brauereihefe ausgeschiittelter Wiirze dieselbe girungsférdernde Wirkung 
hat wie 0,045 cem unbehandelter Wiirze, d. h. daB 45%, der Wirksam- 
keit des Faktors Z noch vorhanden sind. 

Die Bios-Wirkung der verschiedenen Wiirzepraparate wurde wie 
gewohnlich gemessen (siehe z. B. Nielsen und Hartelius 1937). Syn. 
thetischen Nahrlésungen wurden verschiedene Mengen der Wiirze- 
praparate zugesetzt und die dadurch in 24 Stunden hervorgerufene 
Erhéhung der Hefe-Trockensubstanz gemessen. Hatten 2 ccm mit Preb3- 
hefe ausgeschiittelter Wiirze dieselbe Wirkung wie 0,25 ccm unbehandel- 
ter Wiirze, so war die urspriingliche Bios-Wirkung in der mit PreBhefe 
ausgeschiittelten Wiirze auf 1/, gesunken. Bei den mit Brauereihefe 
ausgeschiittelten Wiirzeproben gehen offenbar beim Ausschiitteln 
giftig wirkende Stoffe in die Wiirze iiber. Bei Ansiatzen mit geringen 
Mengen solcher Wiirze kann man z. B. finden, daB etwa 50%, der Wir- 
kung noch vorhanden sind, wahrend man bei Ansatzen mit gréBeren 
Mengen derselben Wiirze nur noch 32% der Wirkung wiederfindet. 
Wir haben deshalb bei den Berechnungen die mit den schwachen Kon- 
zentrationen gewonnenen Werte benutzt. Eine solche Schwierigkeit hat 
sich fiir die mit PreBhefe ausgeschiittelte Wiirze nicht ergeben. 

Die Messungen der Bios-Wirkung in den mit Hefe ausgeschiittelten 
Wiirzepriparaten bestatigen die friiheren Untersuchungen, indem mit 
Brauereihefe etwa die Halfte der Bios-Wirkung verloren geht, wahrend 
mit PreBhefe fast die ganze Bios-Wirkung verschwindet. Das Verhalten 
des Faktors Z ist dagegen anders. Wird mit Brauereihefe ausgeschiittelt, 
dann geht ungefihr die Halfte der Wirksamkeit des Faktors Z verloren, 
also ungefihr der Abschwachung der Bios-Wirkung entsprechend. 
Beim Ausschiitteln mit PreBhefe dagegen wird die Wirkung des Fak- 
tors Z nicht wesentlich schwacher als beim Ausschiitteln mit Brauerei- 
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Tabelle I. Faktor Z-Wirkung und Bios-Wirkung in verschiedenen 
Wiirzepraparaten. 





Wiirzeprobe Nr.1) Wiirzeprobe Nr.1 Wiirzeprobe Nr.2  Wiirzeprobe Nr.3 


ecm Wiirze 
pro 
Rezipient 
Girung 
Girung 
Girung 


Girung 
cem Wiirze 
pro 
Rezipient 


Unbehandelte (0,03 155 0,03 138 0,04 
Wiirze (0,05 0,05 (176 0,06 | ¢ 0,06 
Mit Brauereihefe | 
ausgeschiittelte 
Wiirze 


% noch vorhan- 
dener Faktor Z- | | ; 51 
Wirkung | 


0,10 190 0,10 |178 0,10 0,10 





% noch vorhan- 
handener Bios- E 50 
Wirkung 


Unbehandelte | 03 | 132 0,03 
Wiirze i 5 166 0,05 
Mit PreBhefe | 
ausgeschiittelte | 10 | 165 0,10 
Wiirze 
% noch vorhan- | 
dener Faktor Z- 
Wirkung 


% noch vorhan- 
dener Bios- é 15 


hefe, waihrend hierbei die Bios-Wirkung fast verschwindet. In Wiirze- 
probe 1 enthalt so das mit PreBhefe ausgeschiittelte Praparat noch 
46 bis 49 °%, der Faktor Z-Wirkung, aber nur noch 8 °%, der Bios-Wirkung. 
Ks ist also durch ein Ausschiitteln mit PreBhefe méglich, Praparate her- 
zustellen, die zwar eine starke Faktor Z-Wirkung haben, jedoch frei von 
Bios sind. 

Wachst in Bierwiirze Hefe, so verschwindet ein gewisser Anteil 
der Bios-Wirkung der Wiirze. Wir haben auch hier das Verhalten des 
Faktors Z untersucht. Dazu wurde ein halbes Liter Wiirze nach der 
Sterilisation mit Hefe beimpft. Nach achttigigem Wachstum bei 25° 
war der Zucker in der Wiirze verbraucht, die Hefe wurde abzentrifugiert 
und dann die Wiirze sterilisiert. Es wurde einerseits in dieser vergorenen 
Wiirze, andererseits in einem Teil derselben Wiirzeprobe, in welcher 
keine Hefe geziichtet worden war, die Bios-Wirkung und die Wirkung 
des Faktors Z bestimmt. 
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Tabelle IT. 
Faktor Z-Wirkung und Bios-Wirkung in vergorener Wiirze. 





ecm Wiirze 


pro Rezipient Garung 
RO, OOO l 0,03 116 
Unbonantelte "We. 2. oni acess 0,05 146 
Vesmonene WGtne. 65 3 eS 0,10 140 
%, noch vorhandener Faktor Z-Wirkung . 46 
° noch vorhandener Bios-Wirkung ..... 43 


Die Versuche zeigen, daB in der vergorenen Wiirze noch ungefahr 
die Halfte der urspriinglichen Wirkung des Bios und des Faktors Z 
vorhanden ist. Die vergorene Wiirze wiirde also der mit Brauereihefe 
ausgeschiittelten Wiirze entsprechen. 

Wir haben schon friiher zeigen kénnen (Nielsen und Hartelius, 1938), 
daB die Abschwiaichung der Bios-Wirkung, die man in ausgeschiittelter 
Wiirze feststellt, zum Teil dadurch erklart werden kann, da8 beim Aus- 
schiitteln Aminoséuren aus der Wiirze entfernt werden. Fiigt man /-Alanin 
und andere Aminosauren einer solehen Wiirze zu, so findet man wieder eine 
bedeutende Steigerung der Wirksamkeit des Bios. Wir haben deshalb in 
einigen orientierenden Versuchen gepriift, ob /-Alanin und andere Amino- 
sauren entweder allein oder miteinander auf die Gaérung einwirken. Dies 
scheint jedoch nicht der Fall zu sgin. 

Wir konnten in unseren Versuchen durch Ausschiitteln mit Preb- 
hefe ein Wiirzepraparat herstellen, in welchem etwa die Halfte der ur- 
spriinglichen Faktor Z-Wirkung erhalten, wahrend die Bios-Wirkung 
fast verschwunden ist. Dies diirfte fiir Priifungen der Wirksamkeit 
des Faktors Z von Wert sein. Eine Bestimmung des Faktors Z kann 
namlich dadurch erschwert werden, daB die Priparate, de en Faktor- 
Z-Wirkung unte sucht werden soll, auch Bios enthalten, da ein hier- 
durch bedingtes Wachstum der Hefe ungiinstig auf die Messung der 
Garung einwirken kann. Wir haben bei unseren Versuchen gefunden, 
daB mit einer mit PreBhefe ausgeschiittelten Wiirze bessere Versuchs- 
ergebnisse erreicht wurden als mit einer unbehandelten oder mit 
Brauereihefe ausgeschiittelten Wiirze. 

SchlieBlich haben die Versuche ergeben, das die Wirkung des 
Faktors Z kaum einem einheitlichen Stoff zuzuschreiben ist. Da bei den 
verschiedenen Ausschiittelungen ein bestimmter Teil der Wirkung, 
etwa die Halfte, entfernt wird, kann man annehmen, da8 es sich um 
zwei Fraktionen des Faktors Z handelt, eine, die mit Hefe auszuschiitteln 
ist, und eine, die nicht ausgeschiittelt werden kann. 

Inwieweit zwischen der Bios-Wirkung und der Wirkung des Fak- 
tors Z eine Beziehung besteht, laBt sich auf Grund dieser Versuche nicht 
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entscheiden. Gegen eine solche Beziehung spricht die Tatsache, daB die 
Abschwachung der Bios-Wirkung, jedenfalls zu einem Teil, durch Zusatz 
von Aminosduren wieder riickgingig zu machen ist, wogegen Amino- 
siuren auf die Garung keinen Einflu8 haben. 


Zusammenfassung. 


Bei der Ausschiittelung von Wiirze mit PreBhefe oder Brauereihefe 
sinkt die Wirksamkeit des Faktors Z in der Wiirze auf 50° ab; in 
bezug auf den Faktor Z besteht kein wesentlicher Unterschied zwischen 
mit Brauereihefe oder mit PreBhefe ausgeschiittelter Wiirze. Da aber 
fast die ganze Bios-Wirksamkeit beim Ausschiitteln mit PreBhefe ent- 
fernt wird, ist es méglich, ein Priparat herzustellen, in welchem noch 
etwa die Halfte der urspriinglichen Faktor Z-Wirkung erhalten ist, 
wahrend die Bios-Wirkung fast gianzlich entfernt ist. In einer ver- 
gorenen Wiirze bleibt etwa die Halfte der Faktor Z-Wirkung und etwa 
die Halfte der Wuchsstoffwirkung zuriick; eine so vergorene Wiirze 
verhalt sich also wie eine Wiirze, die mit Brauereihefe ausgeschiittelt 
wurde. 

Die Aminosduren, die auf das Wachstum der Hefe einwirken 
(8-Alanin, Asparagin usw.), haben augenscheinlich keine Faktor Z- 
Wirkung. 

Literatur. 

H. v. Euler u. H. Larsson, Z. physiol. Chem. 228, 189, 1934; H. v. Euler 
u. K. Myrbdck, ebenda 141, 297, 1924; H. v. Euler u. O. Swartz, ebenda 140, 
146, 1924. — F. Kégl, Naturwiss. 29, 465, 1937. — N. Nielsen, C. r. Lab. 
Carlsberg 20, Nr. 1, 1934. — N. Nielsen u. Fang Sing-Fang, Planta 27, 367, 
1937; C. r. Lab. Carlsberg, Sér. physiol., 22, 141, 1937. — N. Nielsen u. 
V. Hartelius, ebenda 22, 1, 1937. — Dieselben, diese Zeitschr. 295, 211, 
1938; C. r. Lab. Carlsberg, Sér. physiol., 22, 249, 1938. — T. Philipson, 
Z. physiol. Chem. 198, 15, 1930. 
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Zur Spezifitit der Dipeptidase'. 
Von 
Ferdinand Schneider. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Lederforschung in Dresden.) 


(Eingegangen am 5. Juli 1938.) 


ee Vor einiger Zeit wurde iiber die Synthese einiger Peptide der 
oe Aminomalonsiure und der 1|(-+-)-Diaminopropionsaure — berichtet* 


te saure). 


H, N—CH—CO—NH—CH,—COOH H,N—CH,—CO—NH—CH—COOH 


COOH ‘ CH, 
NH, 
(I) d,1-Aminomalonyl-glycin. (II) a-Glycy]-l-diaminopropionsaure. 


H, N—CH—CO—NH—CH,—COOH H,N—CH—CO—NH—CH,—COOH 


CH, CH, 
COOH CH, 
COOH 
(III) 1-Asparagyl-«-glycin. (IV) 1-Glutamyl-a-glycin. 


In der vorliegenden Arbeit sollte nun untersucht werden, ob diese, 
der Peptidbindung und der «-Amino- bzw. -Carboxylgruppe der Dipeptide 
nahegeriickten, stark polaren Gruppen die enzymatische Spaltbarkeit 
solcher Peptide beeinflussen. GraBmann hat z. B. versucht, die offenbar 
auf geringer Affinitét beruhende schwere Spaltbarkeit der Asparagin- 
siurepeptide vom Typus |-Asparagyl-«-glycin® (III) und die leichte 
Spaltbarkeit der entsprechenden Glutaminsdurepeptide (IV) durch die 
Deutung zu erkliren‘, daB die Anwesenheit einer COOH-Gruppe in R’ 
[vgl. (V)] die Affinitaét vermindern kénnte, und zwar um so starker, je 


1 Der Deutschen Forschungsgemeinschaft bin ich fiir die Unterstiitzung 


dieser Arbeit zu gré8tem Dank verpflichtet. — * F. Schneider, diese 
Zeitschr. 291, 328, 1937. — ® W.GraBmann u. F. Schneider, ebenda 273, 


452, 1934. — 4 W.GraBmann, L. Klenk u. T. Peters-Mayr, ebenda 280, 
307, 1935. 


Diese Peptide der niedrigsten zuganglichen Homologen der Amino- 
dicarbonsauren und der Diaminomonocarbonséuren enthalten eine 
freie Carboxyl- bzw. eine freie Aminogruppe direkt am «- oder «’-C- 
Atom (Aminomalonsaure) oder diesem sehr genahert (Diaminopropion- 
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mehr diese COOH-Gruppe dem «-C-Atom genahert ist. d, l-Amino- 
malonylglycin (I) diirfte dann nur noch eine ganz geringe Affinitat 











besitzen. 
H NH, HOOC H 
\ Pi. 
' ‘ . 
OH 
(V) Raummodell fiir Dipeptidasesubstrate nach M. Bergmann'. 
der 
et * Die enzymatische Untersuchung der synthetisierten Aminomalon- 
ino- saurepeptide d, l-Aminomalonyl-glycin, Glycyl-aminomalonsaure, |-Ala- 
ine nyl-aminomalonsaure, |-Alanyl-aminomalonséurediamid, d, |- Amino- 
; ‘ . . oo _ 4 
-C- malonsaure-1-glycin-2-amid fiihrte zu folgenden Ergebnissen: 
on- 
Tabelle I. Spaltungder Aminomalonsaurepeptide mit Peptidasen. 
OH % Spaltung mit: 
' Hefe- | Nierenauszug | Hefeamino- 
Substrate dipeptidase (0,4 Dip.-Einh., polypeptidase 
0,4 Dip.-Einh. | 0,9 Po.-Einh. , 0,4 Po.-Kinh. 
in 6 Std. in 8 Std. in 6 Std. 
os : si I | 
d,l-Aminomalonyl-glycin............. 25 31 0 
)H Glycyl-aminomalonsaure ............. 15 29 1 
1-Alanyl-aminomalonsaure ............ 40 68 0 
d, 1-Aminomalonsaure-1-glycin-2-amid . 98 182* 0 
1-Alanyl-aminomalonséurediamid ...... 44 89 87 


* Der Aufspaltung einer CO—N H-Bindung entsprechen 100° 9. 


d, |-Aminomalonyl-glycin wird durch Hefedipeptidase und Glycerin- 
auszug aus Niere langsam, aber deutlich gespalten. Der Vergleich mit 
den friiher erhaltenen Spaltungsergebnissen? (vgl. Tabelle III) an 

sti |-Asparagyl-«-glycin zeigt, daB d, l-Aminomalonyl-glycin durch Hefe- 


ide dipeptidase immerhin eher noch rascher gespalten wird wie das Aspara- 
= ginsiurepeptid. Beide Peptide, d, |-Aminomalonyl-glycin und |-Aspara- 
bar gyl-a-glycin, sind schwer spaltbar, im Gegensatz zum Glutamyl- 
nal peptid. Nach dem ausgefiihrten Hemmungsversuch mit d, |-Alanin zu 
hte urteilen, scheint die Affinitat des d, |-Aminomalony!-glycins eher etwas 
die gréBer zu sein als die von |-Asparagyl-«-glycin; dies miiBte indessen 


noch durch genauere reaktionskinetische Messungen sichergestellt 
ie werden. 

Ohne Zweifel ist aber die schwere Spaltbarkeit dieser beiden 
on Peptide durch das Vorhandensein der freien COOH-Gruppe in R’ 
738, 1 M. Bergmann u. L. Zervas, Zeitschr. f. physiol. Chem. 224, 11, 1934; 
80, M. Bergmann, L. Zervas, J.S.Fruton, F. Schneider u. H. Schleich, J. of 
biol. Chem. 109, 235, 1935. —- 2? W.GraBmann u. F. Schneider, |. c. 
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bedingt. Schirmt man namlich die Wirkung dieser COOH-Grupp 
durch Umwandlung in eine Amidgruppe ab, wie beim d, l-Amino- 
malonsaure-1]-amid-2-glycin (VI), so weist dieses Peptid eine gute Spalt 
barkeit und eine normale Enzymaffinitat fiir Dipeptidase auf (vg 
Tabelle III und IV). 

H, N-CH—CO—NH—CH,—COOH 


CONH, 
(VI) d,1-Aminomalonsaure-l-amid-2-glycin. 


Auf Grund der angefiihrten Ergebnisse kann der EinfluB der 
freien COOH-Gruppen in den Seitenketten von Dipeptiden auf deren 
enzymatische Spaltbarkeit dahin gedeutet werden, daB diese Gruppen 
bei Annaherung an das «-C-Atom infolge ihrer Polaritat die raumliche 
Anordnung des Dipeptidasesubstrats (V) nach Bergmann! so verzerren, 
daB die Verbindung Enzym-Substrat stark behindert wird. Der Grad 
dieser Auswirkung scheint aber nicht ausschlieBlich durch die GréBe 
der Entfernung dieser Gruppen bedingt zu sein. 

Die Peptide mit Aminomaionsaure am Carboxylende, also mit zwei 
freien, benachbarten Carboxylgruppen, werden ebenfalls von Dipeptidase 
aufgespalten, wenn auch nicht tibermaBig rasch. Bemerkenswert ist 
die langsamere Spaltung des Glycinpeptids gegeniiber dem Alanin- 
peptid; dies entspricht véllig dem bei anderen Peptiden mit Glykokoll 
am Aminoende beobachteten Verhalten. 


H,C—CH—CO -NH—CH—COOH 


NH, COOH 
(VII) Glycyl-aminomalonsaure. 


Uberraschenderweise wird 1|-Alanylaminomalonsiurediamid von 
Hefedipeptidase mit betrachtlicher Geschwindigkeit aufgespalten. Bis 
jetzt war namlich kein Peptid bekannt, das ohne eine freie %-Carboxy]- 
gruppe zu besitzen, von Dipeptidase gespalten wird. Von Hefeamino- 
polypeptidase wird dieses Peptid ebenfalls, wie zu erwarten war, ge- 
spalten. Die Spaltungsgeschwindigkeit ist zwar gr6éBer als die der 
Dipeptidasespaltung, aber der Unterschied ist nicht so groB, daB die 
Aufspaltung mit Hefedipeptidase durch den geringen Gehalt an _bei- 
gemengter Aminopolypeptidase in dem verwandten Dipeptidase- 
praparat (0,02 Polypeptidaseeinheiten im Spaltansatz, vgl. Tabelle III) 
erklart werden kénnte. Eine Diskussion dieses méglicherweise fiir die 
Spezifitat der Dipeptidase wichtigen Befundes soll zuriickgestellt werden, 
bis weitere Versuche mit anderen Peptiden von Aminodicarbonsaure- 
amiden angestellt sind. 


1 M. Bergmann u. L. Zervas, |. ¢. 
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Von Aminopolifpeptidase aus Hefe werden die Dipeptide der Amino- 
malonsaure nicht aufgespalten ; |- Alanyl-aminomalonsaurediamid dagegen 
ist spaltbar. Dieses Diamid hat keine freie COOH-Gruppe in Nachbar- 
stellung zur Peptidbindung und erfiillt daher die Bedingungen, die nach 
GraBmann und Dyckerhoff' gegeben sein miissen, um die Aufspaltung 
eines Peptids durch Aminopolypeptidase zu erméglichen. Diese Be- 
dingung erfiillt aber auch das d, ]-Aminomalonsaure-1-amid-2-glyein (V1), 
das als substituiertes g-Aminosiureamid aufgefaBt werden kann und 
genau so wie Leucinamid (vg]. VIII) durch Aminopolypeptidase an seiner 
1-Amidbindung aufhydrolysiert werden miiBte. Da nach obigen Ergeb- 
nissen d, |-Aminomalonsaure-l-amid-2-glycin durch Aminopolypepti- 
dase nicht aufgespalten wird, ist es anscheinend fiir den Angriff der 
Aminopolypeptidase nicht gleichgiiltig, in welcher Weise das ¢-C-Atom 
substituiert ist. Man kénnte sich vorstellen, daB in diesem speziellen 
Falle, wo der Rest-R das Amid gleichzeitig zu einem Dipeptid macht 
{(IX), vgl. auch (V)], die Verbindung mit der Aminopolypeptidase ver- 
hindert wird durch die raumliche Anniherung der COOH-Gruppe an 
die fiir den Angriff der Aminopolypeptidase notwendige N H,-Gruppe?. 

H, N-CH—CO—NH, 


R 
(VII1) 


NH, HOOC 


n7 


(LX) 


Glycerinauszug aus Schweineniere, der sowohl Dipeptidase wie 
Aminopolypeptidase enthalt, spaltet alle angefiihrten Aminomalon- 
siurepeptide. Aus dem d, l-Aminomalonsaure-l-amid-2-glycin werden 
dabei im Gegensatz zur Hefedipeptidase zwei Carboxylgruppen in 
Freiheit gesetzt. 

Eine ahnliche Gruppierung der polaren Gruppen, wie Dipeptide mit 
Aminodicarbonsaiuren am Aminoende weisen die Dipeptide mit Diamino- 
siuren am Carboxylende auf. Der Aminomalonséure entspricht die 
Diaminoessigsiure; diese ist aber nicht zuginglich. Dagegen konnte 
bei den Peptiden der Diaminopropionsaure (X), welche in diesem Falle 
als Gegenstiick zu den Asparaginsiurepeptiden betrachtet werden 


1 W.GraBmann u. H. Dyckerhoff, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 61, 
656, 1928. — 2 W. GraBmann u. H. Dyckerhoff, a.a.O. Vgi. dazu die Berg- 
mannschen Vorstellungen iiber den Bau eines Aminopolypeptidase-Sub- 
strats, J. of biol. Chem. 117, 189, 1936. 
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kénnen, gepriift werden, ob die GréBe der Entferffung zwischen freie: 
polarer Gruppe in der Seitenkette und den Haftstellen des Enzyms im 
Peptid maBgebenden EinfluB auf die enzymatische Angreifbarkeit 
solcher Peptide hat. 








H NH, HOOC H 
Cc C 

H’ No n% CH, 
4 | 
OH NH, 


(X) a-Glyeyl-l-diaminopropionsaure. 
a-Glycyl-l-diaminopropionsaure, a, $-Diglycyl-l-diaminopropion- 
saure (XI), 1-Diaminopropionyl-glycin wurden in ihrem Verhalten gegen- 
iiber Hefedipeptidase, Aminopolypeptidase aus Hefe und Glycerinauszug 
aus Niere gepriift. 


Tabelle II. Spaltung der Diaminopropionsaurepeptide mit 
Peptidasen. 





% Spaltung mit: 





Hefe- Nierenauszug Hefeamino- 


Substrate dipeptidase 0,4 Dip.-Einh., polypeptidase 
0,4 Dip.-Einh. 0,9 Po.-Einh. 0,4 Po.-Einh. 
in 3 Std. in 4 Std. in 3 Std. 
x-Glycyl-l-diaminopropionsaéure ....... 53 86 1 
a, B-Diglyeyl-l-diaminopropionséure . .« 67 100* 0 
|-Diaminopropionyl-glycin............ 87 85 4 


* Der Aufspaltung einer Peptidbindung entsprechen 100 °>. 

Alle drei Peptide zeigen gegen die verschiedenen Enzympraparate 
ein durchaus normales Verhalten. Sie werden mit betrachtlicher Ge- 
schwindigkeit von Hefedipeptidase und Nierenauszug gespalten und 
haben auch eine entsprechend hohe Affinitaét, da die Spaltung mit 
Dipeptidase durch Alanin nicht oder kaum gehemmt wird (vgl. Ta- 
belle III und IV). Aminopolypeptidase spaltet nicht. 

Die freie Aminogruppe in der Seitenkette solcher Peptide scheint 
auch in quantitativer Hinsicht keinen wesentlichen Einflu8 auf die 
enzymatische Spaltbarkeit zu haben, im Gegensatz zur Carboxylgruppe. 

Die Spaltbarkeit des scheinbaren ,,Tripeptids‘ «, B-Diglycyl!- 
|-diaminopropionsaéure (XI) durch Dipeptidase, seine Unspaltbarkeit 
durch Aminopolypeptidase hat eine Parallele in dem vollkommen 
entsprechenden Verhalten von |-Asparagyl-diglycin (XII) und von 
d, |-Asparagyl-1-dialanin'. Diese Verbindungen enthalten keine un- 
verzweigte Kette aus drei Aminosaureresten. Sie sind in Wirklichkeit 
Dipeptide, die in der Seitenkette durch einen weiteren Aminosaurerest 
substituiert sind. 

1 W.Grabmann u. F. Schneider, |. c., W.Grabmannu.O. Mayr, Zeitschr. 
f. physiol. Chem. 214, 185, 1932; W. GraBmann u. H. Bayerle, diese Zeitschr. 
268, 214, 1933. 
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H, N-CH,-CO—NH—CH— COOH 


H, N—CH, -CO—NH—CH, 
(XI) a, 8-Diglycyl-1-diaminopropionsiure. 
H, N—-CH—CO—NH—CH,—COOH 


CH, -CO—NH—CH,—COOH 
(XII) 1-Asparagyl-diglycin. 
Experimenteller Teil. 
Tabelle III. Spaltung mit Hefedipeptidase'. 
leem des Versuchsansatzes enthielt 0,05 Millimol 1- bzw. 0,10 Millimol 
d,1-Peptid, das mit n Ammoniak auf py = 7,6 bis 7,8 eingestellt war, 
0,1 cem m/3 Phosphatgemisch, py = 7,8, Trockenpriparat entsprechend 
0,4 Dipeptidaseeinheiten (0,04 Polypeptidaseeinheiten). Gemessen wurde in 
Proben von 0,2 cem mit n/100 KOH nach W.GraBmann und W. Heyde?; 
der vollistandigen Aufspaltung einer Peptidbindung entspricht 1 cem n/100 
KOH in der Titrationsprobe. ¢ = 40°. 





| Aziditiitszuwachs in cem n/100 KOH 
(nach Abzug der Blindwerte 
Substrate fiir Enzym und Substrat) 


nach 1S8td.| nach3 Std. nach6 Std. nach 24Std. 








d,l-Aminomalonyl-glycin ............. — 0,20 0,25 0,38 
|-Asparagyl-x-glycin* .............05. ~ 0,07 0,11 0,20 
]-Glutamyl-x-glycin*................. 0,95 nies as met 
d, ]-Aminomalonsaure-1-glycin-2-amid ** 0,28 0,49 0,49 
Glycyl-aminomalonsaure ............. ~ 0,08 0,15 0,14 
|-Alanyl-aminomalonséure ............ — 0,25 0,40 0,44 
|-Alanyl-aminomalonsaurediamid *** . . — 0,19 0,44 0,76 
«-Glycyl-l-diaminopropionsaure ....... 0,41 0,53 0,59 oa 
a, B-Diglycy]-l-diaminopropionsaure .. . 0,27 0,67 0,88 — 
1-Diaminopropionyl-glycin............ 0,69 0,87 0,84 

* Die Werte sind aus der Arbeit W. Gragmann und F. Schneider, |. ¢., Tabelle II ent- 
nommen. — ** Enthielt nur Trockenpriparat entsprechend 0,1 Dip.-Einh.; der Aufspaltung 


einer CO—N H-Bindung entsprechen 0,50 ccm nj/100 K OH. — *** Enthielt nur Trockenpriparat 
entsprechend 0,2 Dip.-Einh. 


Tabelle IV. Hemmungsversuche mit d,1l-Alanin. 


Dem in Tabelle III beschriebenen Ansatz waren 0,10 Millimol d, l-Alanin, 
das mit n NH, auf pq = 7,8 gebracht war, zugefiigt. Die Zahlen sind mit 
Tabelle III zu vergleichen. 





Azidititszuwachs in cem n/100 K OH 
(nach Abzug der Blindwerte 
Substrate fiir Enzym und Substrat) 


nach 1 Std. nach3Std. nach6 Std. nach 24 Std. 


d,l-Aminomalonyl-glycin ............. 0,15 0,15 0,39 


d, 1-Aminomalonsaure-1-glycin-2-amid. . 0,19 0,38 0,43 
a-Glycyl-l-diaminopropionséure ....... -- 0,43 ~ — 
a, B-Diglycy]l-l-diaminopropionsaure. . . . ~- 0,51 0,66 0,89 
1-Diaminopropionyl-glycin ............ = 0,90 0,87 _ 


! Trockenpraparat nach W.Grafmann u. L. Klenk, Zeitschr. f. physiol. 
Chem. 186, 26, 1929. — *? W. GraBmann u. W. Heyde, ebenda 188, 32, 1929. 
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Tabelle V. Spaltung mit Aminopolypeptidase aus Hefe. 


1 cem des Ansatzes enthielt Aminopolypeptidaselésung entsprechend 0,4 Poly 
peptidaseeinheiten, py = 7,0. Alle anderen Bedingungen wie bei Tabelle III. 





Aziditatszuwachs in cem n/100 KOH 
(nach Abzug der Blindwerte 
Substrate fiir Enzym und Substrat) 


nach 3 Std. nach 6 Std. nach 24 Std. 


d,1-Aminomalonyl-glycin 0,01 — 0,02 
Glycyl-aminomalonsaure 0,02 0,01 0,01 
1-Alanyl-aminomalonsaure 0,01 0,00 0,04 
1-Alanyl-aminomalonsaurediamid 0,78 0,87 1,00 
d,|-Aminomalonsaure-1-glycin-2-amid . 0,01 0,00 ee 
a-Glycyl-l-diaminopropionsaure 0,01 0,02 - 
a, B- Diglycy! -l-diaminopropionsaure. .. . 0,00 0,07 — 0,03 
\-Diaminopropionyl-glycin 0,04 0,01 


Tabelle VI. Spaltung mit Nierenextrakt. 


1 cem des Ansatzes enthielt 0,27 cem eines Glycerinextraktes | : 5 aus Schweine- 
niere mit 0,4 Dipeptidaseeinheiten und 0,9 Aminopolypeptidaseeinheiten, 
pu = 7,8. Alle anderen Bedingungen wie Tabelle III. 





Aziditaétszuwachs in ccm n/100 KOH 
(nach Abzug der Blindwerte 
Substrate fiir Enzym und Substrat) 


nach 4 Std. nach 8 Std. | nach 20 Std. 





d, l-Aminomalonyl-glycin 0,20 0,31 0,41 
Glycyl-aminomalonséure ............. 0,26 0,29 0,28 
|-Alanyl-aminomalonsaure 0,54 0,68 0,69 
|- Alanyl-aminomalonséurediamid 0,86 0,89 - 
d,1-Aminomalonsaure-1-glycin-2-amid . 0,92 * 0,91 _- 
a-Glycyl-l-diaminopropionsaure 0,86 0,98 -- 
a, 8- Diglycyl-l-diaminopropionsaure. . . . 1,00 1,05 1,00 
|-Diaminopropiony]-glycin 0,85, 0,86 ~ 
* Der Aufspaltung einer CO—N H-Bindung entsprechen 0,50 cem nj100 KOH. 





